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2-MethyI-6-Soianylbenzochinon-Methyltransferase als herbizides Target 

Die vorliegende Erfindung betriffl die Verwendung der 2-Methyi-6-Solanylbenzochinon- 
Methyltransferase, welche bei Nichtanwesenheit Wachstumsretardierungen sowie 
5 chlorotische Blatter bedingt als Target fOr Herbizide. In diesem Rahmen werden neue 
Nukleinsauresequenzen umfassend die SEQ ID NO:5 und SEQ ID NO: 7 sowie ent- 
sprechende funktionelle Aquivalente bereitgestellt Des weiteren betrifft die vorliegende 
Erfindung die Verwendung des 2-MethyI-6-SoIanylbenzochinon-Methyltransferase so- 
wie dessen funktioneller Aquivalente in einem Verfahren zur Identifizierung von Ver- 
1 0 bindungen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer Wirkung sowie die Verwen- 
dung dieser uber das Verfahren identifizierten Verbindungen als Herbizide oder 
Wachstumsregulatoren. 

^mDas grundlegende Prinzip, Herbizide uber Inhibierung eines definierten Targets zu i- 
lft«ntffizierenjst bekannt (z.Bsp. US 5,187,071, WO 98/33925, WO 00/77185). Generell 
^^^Besteht.ein.grolier Bedarf, Enzyme zu detektieren, welche neue Targets fQr Herbizide 
: darstellen konnten. GrQnde hierfOr sind auftretende Resistenzproblematiken von an 
. • bereits bekannten Targets.wirkenden. herbiziden.Wirkstpffen und das standige Bemu- 
. , hen neuetherbizide Wirkstoffe zu identrfizieren, die sich durch einen.pjoglichst breiten 
.20, rVVirkungsbereich, okologische und toxikologische Vertraglichkeit und/oder geringe 
Aufwaridmengen auszeichnen. 

^ * 

. ; . .Die. Petektiot*von neuen Targets ist in der Praxis mit grofcen Schwierigkeiten verbuiir 
X- den, da die Hemmung eines Enzyms, dias Bestandteil eines Stoffwechselweges ist, 
25 haufig das Wachstum der Pflanze nicht weiter beeinflusst Dies kann daran liegen, 
dass die.;Rfanze auf alternative Stoffwechselwege ausweicht, deren Existenz nicht.be- 
kannt ist, oder dass das ifthibierte Enzym nicht limitierend fQr den Stoffwechseiweg ist. 

•rher zeichnen sich pflanzliche Genome durch eine grolJe funktionelle Redundanz 
s. Im Genom von Arabidopsis thaliana liegen funktional aquivalente Enzyme im Ver- 
30 gieich zu Insekten oder Saugern haufiger in Genfamilien vor (Nature, 2000, 

408(6814):796-815). Diese Annahme wird experimental bestatigt durch die Tatsache, 
dass grosse Gen-Knock-out-Programme durch T-DNA- oderTransposoninsertion in 
Arabidopsis bisher weniger ausgepragte Phanotypen lieferten als erwartet (Curr. Op. 
Plant Biol. 4, 2001, pp.1 11-1 17). 

35 

Die Aufgabe der voriiegenden Erfindung besteht daher darin, neue Targets zu identifi- 
zieren, die fQr das Wachstum von Pflanzen essentiell sind bzw. deren Inhibierung fQr 
die Pflanze zu einem verminderten Wachstum fuhren, sowie Verfahren bereitzustellen, 
welche zur Identifizierung von Verbindungen mit herbizider und/oder wachstumsreguia- 
40 torischer Wirkung geeignet sind. 
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Die Aufgabe wurde gelost durch die Verwendung eines Polypeptides mit der Aktivitat 
einer 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase in einem Verfahren zur Identi- 
fizierung von Herbiziden. 

5 An dieser Stelle werden nun weitere der in der Beschreibung verwendeten Begriffe 
definiert. 

"Affinitats-Tag": Bezeichnet ein Peptid oder Polypeptid, dessen kodierende Nukleinsau- 
resequenz mit der erfindungsgemaSen Nukleinsauresequenz direkt oder mittels eines 
1 0 Linkers Ober gangige Klonierungstechniken fusioniert werden kann. Das Affinitats-Tag 
dient zur Isolierung, Anreicherung und/oder gezielten Aufreinigung des rekombinanten 
Zielproteins mittels Affinitats-Chromatographie aus Gesamtzellextrakten. Der oben 
erwahnte Linker kann vorteilhaft eine Protease-Schnittstelle (z.B. fur Thrombin oder 

• FaktorXa) enthalten, wodurch das Affinitats-Tag bei Bedarf vom Zielproteiri abgespal- 
5b a ten. werden kann. Beispiefe fOr gangige Affinitats-Tags sind das "His-Tag" z.Bi von 
• .i^utegen, Hilden, "Strep-Tag", das "Myc-Tag" (Invttrogenl Garlsb"erg>, : das*%us"e1ner 
: ;Sv.-'- fCSH- '8^Qftltin bjndenden Domane und einem Irttein : bestehende , Tag;vb , n New England Bio-. 

New Erig%^Bjopifes.^|^s^gg% ; : , . 
%\ g^k^Siin^'^^P-Tag'von Novagep. Dep Affioitats-Tag kann d^l'^^-^S^-EiWe der ■ 
•a ^ ^^C^^Ojdie'renden Nukleinsaures^eq'uenz mit derfQH das Zielprofein" \^o^(&r(a^^deit^'' l 'l ■ 
angebracht sein. "' ." "'"J.!' , . 

m'^/^i^H^^^- Der Begriff • Aktivitaf! beschfeibrdie Fahigkeit dl^Elfeyh^^lfrS^bs^lfr' 
—•••.«*■ vw-eln Produkt umzuwandeln. Die Aktivitat fcartfi •frfeinem ^etan^tSi-zafcHvifirtslest Ober 
25 die Zunahme des Produktes, die Abnahme des Substrates (oder Eduktes) oder die 
: ~t:>& Abnahme eines spezifischen Cofaktors Oder Ober einffKombinatioh aas"mThdestens 
. ; -Vtrzwef der vorstehend genannten Parameter in Abharig'igkeit einer definierterv Zeitspan- 
ne bestimmt werden. 

30 "Expressionskassette": Eine Expressionskassette enthalt eine erfindungsgemSlie Nuk- 
leinsauresequenz funktionell verknupft mit mindestens einem genetischen Kontrollele- 
ment, wie einem Promotor, sowie vorteilhaft mit einem weiteren Kontrollelement, wie 
einem Terminator. Die Nukleinsauresequenz der Expressionskasette kann beispiels- 
weise eine genomische oder eine komplementare DNA-Sequenz oder eine RNA- 

35 Sequenz sowie halb- oder vollsynthetische Analoga davon sein. Diese Sequenzen 
kannen in linearer oder zirkularer Form, extra-chromosomal oder integriert in das Ge- 
nom vorliegen. Die entsprechenden NukieinsSuresequenzen konnen synthetisch her- 
gestellt oder natOrlich gewonnen werden oder eine Mischung aus synthetischen und 
natOrlichen DNA-Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen Ge- 

40 nabschnitten verschiedener Organismen bestehen. 
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Audi artifizielle Nukleinsauresequenzen sind hierbei geeignet, solange sie die Expres- 
sion eines durch eine erfindungsgemafte Nukleinsauesequenz kodierten Polypeptides 
mit der Aktivitat der 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase in einer Zeile 
Oder einem Organismus ermSglichen. Beispielsweise kflnnen synthetische Nukleotid- 
5 Sequenzen erzeugt werden, die bezOglich der Kodon-Nutzung des von den zu trans- 
formierenden Organismen optimiert wurden. 

Alle vorstehend erwahnten Nukleotid-Sequenzen sind in an sich bekannter Weise 
durch chemische Synthese aus den NukJeotidbausteinen wie beispielsweise durch 
1 0 Fragment-Kondensation einzelner Oberlappender, komplementarer Nukleotidbaiisteine 
der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann bei- 
spielsweise in bekannter Weise nach der Phosphoamiditmethode (Voet Voet, 2. Auf- 
lage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Bei der Preparation einer Ex- 
pressionskassette kdnnen verschiedene DNA-Fragmente so manipuliert werden, dass 
5 . eine Nukleotid-Sequenz mit korretoer Leserichtung und korrektem Leseraster erhalten 
.;• wird. ..Die Verbindung der Nuklefcisaure-Fragmente-Untereinander erfolgt Ober allgemei- • 
~>:fieJ<lonierungstechniken wie sie^beispielsweise in.;T?Maniatis t E.F. Fritsch und J. S . -• • 
Sambrook, "Molecular .Clpning:^ Laboratory Manual* Cold Spring Hattel£foantaty,(-'^<%»£p.ft 
. .jp.QJpld.Spring Harbor, NY (1989^owje.in T:J. Silhavy. M.L. Berman gnd-LiW> Enquist, « <>"•= 

2Q..rv€xp'eriments with. Gene . Fpsfons,.:Go.!d Spring Harbor, tabo^tory, Cold Spring Harbor, : •>:<:';. ■ • 
* NY (1984) und in Ausubel, F.M. eial., "Current Protocols in Molecular Biology", Greene 
Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience. (1994) beschrieben sind. 
■ S&t'^rf' . ' ■ '. 7>>vK^ •'• h'HQry-tj'.'.-x • ^ftC»'.;> V-:.'-r- - \t « 

- • *FunktionelIe Verknupfung": Writer, einer funktionellen oder operativen VerkriQpfung • 
25 versteht man die sequenzietie Anordnung regulativer Sequenzen bzw. genetischer 
. • .^^-KophoHeteniente <terart da&jed£4e»: regulatlven-Sequenzen bzw. jedesr:de^ene^"';' ; 
. -vsoher Kontrollelemente ihre Fgnktion bei der Expression der kodierenden.Sequenz .ir r . 
^ bestimmungsgemaB erfOllen kann." - 

?0 "Funktionelle Aquivalente" beschreiben prinzipiell hier Nukleinsauresequenzen, die 

unterStandardbedingungen mit einer Nukleinsauresequenz oder Teilen einer Nuklein- 
sauresequenz zu hybridisieren und befahigt sind, die Expression der 2-Methyl-6- 
Solanylbenzochinon-Methyltransferase in einer Zelle oder einem Organismus zu be- 
wirken. 

35 

Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide mit einer Lange von etwa 
10-50 bp, vorzugsweise 15-40 bp beispielsweise der konservierten oder sonstigen Be- 
reiche, die Qber Vergleiche mit anderen verwandten Genen in dem Fachmann bekann- 
ter Weise ermittelt werden kdnnen, verwendet. Es kdnnen aber auch langere Fragmen- 
40 te der erfinduiigsgemalien Nukleinsauren mit einer Lange von 1 00-500 bp oder die 
vollstandigen Sequenzen fOr die Hybridisierung verwendet werden. Je nach der ver- 
wendeten Nukleinsaure/Oligonukleotid, der Lange des Fragmentes oder der vollstandi- 
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ge Sequenz Oder je nachdem welche Nukleinsaureart d.h. DNA oder RNA, fQr die 
Hybridisierung verwendet werden, variieren diese Standardbedingungen. So liegen 
beispielsweise die Schmelztemperaturen fQr DNA:DNA-Hybride ca 10°C niedriger als 
die von DNAiRNA-Hybriden gleicher Lange. 

Unter Standardhybridisierungsbbedingungen sind beispielsweise je nacb Nukieinsaure 
Temperaturen zwischen 42 und 58°C in einer waBrigen Pufferibsung mit einer Kon- 
zentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCI, 15 mM Natriumcitrat, pH 
7,2) oder zusatzlich in Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42°C in 5 x 
SSC, 50% Formamid zu verstehen. Vorteilhafterweise liegen die Hybridisierungsbedin- 
gungen fQr DNA:DNA-Hybride bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen etwa 20°C 
bis 65°C, bevorzugt zwischen etwa 30°C bis 45°C. FOr DNArRNA-Hybride liegen die 
Hybridisierungsbedingungen vorteilhaft bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 30°C bis 65°C, bevorzugt zwischen etwa 45°C bis 55°C. Diese angegebenen 
Temperaturen fOr die Hybridisierung sind beispielhaft kalkulierte Schmelztemperatur- 
werte fQreine Nukieinsaure mit einer Lange voh ca. 100 Nukleotidenund einem G +. 
te*ffc©Ui • ■ :C>^.ehatt^)n -50% in Abweseriheit von Formamid. Die experimeritellen Bedingungeh :. 
rt^-^ajjt DNA-Hybridisierung sind foe^ wie bei-^ • 

ti^^'lffspfefcsvveise Sa/nbrook et at; "Mofecular Cloning^Cold Spting:.H&rbor L^boratory^ 
«^-i.:3>20 ;1989ibeschrieben und lassen^cft-hach dem Faehrnan'ri : Beka^terf Formelrtbei? ^">. ; ^ 
v« -spielsweise abhangig von der Lange der NuWeihsauren, de^Art der Hybiide bder dem ' 
••. .S: rQ+=G-kSehalt berechnen. Weitere i Irifomnatibnen ziir Hybridisierung k'anh der FacH-: - :' 
t- v l&FZ" v .imannfolgenden LehrbOchern enthfehmen: Ausiibel et at (eds)i 1985, "Current Proton • 
kvh.:,^.! .- cols in Molecular Biology", John Wiley & Sorfs> New York; Hames and Higgins (eds),- 

25 1 985, "Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach", IRL Press at Oxford Univer- 
.^v^ slty Press, Oxford; Brown (ed);'199TyEsseWar Molecular Biology: A Practical Apr 
- 4;, . proach, IRL Press at Oxford University Press, :i Oxfdrd. -V.' : vr : v :■ 

I I Unter einem funktionellen Aquivalent versteht man weiterhin auch Nukleinsaurese- 
^^30 quenzen die mit einer bestirrimten Nukleinsauresequenz ( n urspr0ngliche Nukleinsaure- 
sequenz) bis zu einem definierten Prozentsatz homolog bzw. identisch sind und die 
gleiche Aktivitat der ursprOnglichen Nukleinsauresequenzen aufweisen, femer insbe- 
sondere auch natOrliche oder kOnstliche Mutationen dieser Nukleinsauresequenzen. 
Entsprechende Definitionen finden sich an geeigneten Stellen der Beschreibung. 

35 

Es werden weiterhin auch solche Nukleotidsequenzen unter den Begriffes des funktio- 
nellen Aquivalentes durch die vorliegende Erfindung mit umfasst, welche man durch 
Modifikation der Nukleinsauresequenzen SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 oder SEQ ID 
NO: 5 oder SEQ ID NO: 7 erhalt. Beispielhaft konnen solche Modifikationen durch dem 
40 Fachmann gelaufige Techniken, wie "Site Directed Mutagenesis", "Error Prone PCR", 
"DNA-shuffling" (Nature 370, 1994, pp.389-391) oder "Staggered Extension Process" 
(Nature Biotechnol. 16, 1998, pp.258-261) erzeugt werden. Ziel einer solchen Modifika- 




BASF Aktiengesellschaft 



20030981 



PF 55116 DE 



5 

tion kann z.B. die EinfOgung weiterer Restriktionsenzymschnittstellen, die Entfernung 
von DNA zur VerkOrzung der Sequenz, der Austausch von Nukleotiden zur Codon- 
Optimieaing pder das HinzufOgen weiterer Sequenzen sein. Proteine, die Ober mod'rfi- 
zierte Nukleinsauresequenzen kodiert werden, mussen trotz abweichender Nukleinsau- 
resequenz noch die gewQnschten Funktionen besitzen. 

Funktionelle Aquivalente umfassen somit natQriich vorkommende Varianten der hierin 
beschriebenen Sequenzen sowie kOnstliche, z.B. durch chemische Synthese erhalte- 
ne, an den Kodon-Gebrauch adaptierte Nukleinsauresequenzen bzw. die davon abge- 
leiteten Aminosauresequenzen. 

"Genetische Kontrollsequenz" beschreibt Sequenzen, die einen Einfluss auf die 
Transkription und gegebenenfalls Translation der erfindungsgemaften Nukleinsauren in 
prokaryotischen oder eukaryontischen Organismen haben. Beispiele hierfOr sind Pro- 
motoren, Terminatoreaoder sogenannte "enhancer 0 Sequenzen. Zusatzlich zu diesen .. 
Kontrollsequenzen oder ansteJIe dieser Sequenzen kanrt die naturliche Regulation die* 
ser Sequenzen vor den eigentliohen Strukturgenen .nocb yorbanden sein und gegebe* " 
nenfalls genfcfisch so modi^ei*AWQCd^;,f8iC|v dags die natQHiche; Regulation ausge* 
. ,5Qfc^t^r}«^«©(pi^to^/d^-ae1ge^ rnodifiziert,: alsb;erh6bt.'odef erniedrigt wurde* 
..' Die. Auswahl derKontrollsequenz erfolgt abhangig vom Wirtsorganismus oder Au***-.**s 
■gangsorganismus. Genetische Kontrollsequenzen umfassen ferner'auch die 5*- ' 
vuntransjatierte Region, Intronsioder dieinichtkodierende i-Regiotf von Genen. Als - ':. 
» Kontrpllse^yenzen sind weitemin solche zu'.veiptehen,0je-.eine:homo1oge:Rekombina-- 
tion bzw-insertion in das Genomeines Wirtsorganismus ermoglichen oder die Entfer- ? 
nung aus dem Genom erlauben. Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch weite- 
re PromotpFeiJi promotocelementecder.Minimalpromdtoren,.- sowie die Chromatinstruk-* 
tur beeinflussende Sequenzen (z.B. Matrix attachment regions (MAR's)) die die ex- ':. ■■ ■■ 
pressionssteuemden Eigenschaften modifizieren konnen. So kann durch genetische 
Kontrollsequenzen zum Beispiel die gewebespezifische Expression zusatzlich abhan- 
gig von bestimmten Stressfaktoren erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Bei- 
spiel fur Wasserstress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH, J Biol Chem 1991; 
266(26): 17131 -17135), Kalte- und Trockenstress (Plant Cell 1994, (6): 251-264) und 
Hitzestress (Molecular & General Genetics, 1989, 217(2-3): 246-53) beschrieben. 

"Homologie" zwischen zwei Nukleinsauresequenzen oder Polypeptidsequenzen wird 
durch die Identitatder Nukleinsauresequenz/Polypeptidsequenz Ober die jeweils ge- 
samte Sequenzlange definiert, die durch Vergleich mit Hilfe des BESTFIT-Alignments 
(nach Needleman and Wunsch 1970, J. Mol. Biol. 48; 443-453) unter Einstellung fol- 
gender Parameter fOr Aminosauren 



Gap Weight: 8 



Length Weight: 2 
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Average Match: 2.912 Average Mismatch: -2.003 

berechnet wird. 

und die folgenden Parameter fur Nukleinsauren 

5 Gap Weight: 50 Length Weight: 3 

Average Match: 10.000 Average Mismatch: 0.000 

Anstelle des Begriff "homolog" Oder "Homologie 0 wird im Folgenden auch gleichbedeu- 
tend der Begrrff Identitat verwendet 

10 

"Mutationen" von Nuklein- oder Aminosauresequenzen umfassen Substitutionen 
(=Ersetzungen) I Additionen (HinzufQgung), Deletionen (Lcischung), Inversion (Veran- 
derungen) oder Insertionen (EinfQgungen) eines oder mehrerer Nukleotidreste, wo- 
, - ^^^ . durch.sich auch die entsprechende AminosSuresequenz des Zielproteins mittels Sub- 
,,:i»jJ5 , vstitution. Insertion oder Deletion einer oder mehrerer AmindsSuren verandfenr kanh, 
■*WBW: . wobei/jedoch insgesamtdie funktionellen Eigenschaften d^ZJelproteinsfiini w^seintli- 
.v.--: r^i^^^embeibehglten- warden. " ^^\>^^r^^^^^ : 

. chr^raosem^^ c. 

. InrFall einer gedotriiS6hen Bibliothsklst dte mtQrriichte'vg^- 1 

v w**j. ^- 'netisehe Umgebung der Nukleinsaoresequeriz: bevorzugt zumiridestridch 'teiiweise* \ 

f ^ajiss*«^'«daa|ton: Die Umgebuog;flankiert die Ntfkleirisauresequenz zumirWdst aifi^ oder 3 - 
, y nd- Jnat >eine : t Seq.uenziange von: mindestens ;50 bp, bevpiz&QK rntadfestens; ?. / ■ •-: 

.-*^s«.f-. ^_^o(y bprbesonders bevorzugt mindestens 500 bp; ; ganz besbriders ^evorzdQVririindes-- 
25 tens 1000 bp, am meisten bevorzugt mindestens 5000 bp. 

^tow, ' *PQap^ri"im Sinne.der Erfindung sind Pflanz^rvzellen, -gevtebernDrgane^o^^ 
i- .^^^ Rflanzen wie Samen, Knolien, BIQten, Pollen, Friichte, Samlinge, Wurzeln* Blatter, 
VT^S Stengel oder sonstige Pflanzenteile zu verstehen. AuRerdem istunter Pflanzen 
^^^0 Vermehrungsmaterial wie Samen, FrQchte, Samlinge, Stecklinge, Knollen, Schnitte 
oder Wurzelstocke zu verstehen. 

D 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon° steht hier synonym fur 2-Methyl-6- 
(4,8,12,1 6,20,24, 28,32,36-nonamethyl-heptatriaconta-3, 7, 1 1 ,1 5,1 9,23,27,31 ,35- 
35 nonaenyl)-benzene-1 ,4-diol. 



n 2-Methyl-6-SolanyIbenzochinol" steht hier synonym fur 2-Methyl-6- 

(4,8, 1 2, 1 6,20,24,28,32,36-nonamethyl-heptatriaconta-3,7, 1 1 , 1 5,1 9,23,27,31,35- 

nonaenyl)-[1 ,4]benzoquinone. 
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nPlastochinon" steht hier synonym for 2 > 3-DimethyI-5-(4,8 f 12, 16,20,24,28,32,36- 
nonamethyl-heptatriaconta-3,7,1 1 ,1 5,1 9,23,27,31 ,35-nonaenyl)-benzene-[1 ,4]- 
bezoquinone 

.Piastochinol" steht hier synonym fOr 2,3-DimethyI-5-(4,8,12,16 l 20,24,28,32 f 36- 
nonamethyl-heptatriaconta-3,7,1 1 ,1 5,1 9,23,27,31 ,35-nonaenyl)-benzene-1 ,4-diol 

"Polypeptid mit der Aktivitat der 2-Methyl-6-Soianylbenzochinon-Methyltransferase " 
oder 2-MethyI-6-Solanylbenzochinol-Methyitransferase bezeichnet hier ein Enzym, 
welches in der Lage ist, 2-MethyI-6-soianylbenzochinol zu Plastochinol oder 2-Methyl- 
6-solanyIbenzochinon zu Pastochinon zu methylieren. 

"Reaktionszeif bezeichnet die Zeit, die man fur die Durchfuhrung eines Testes zur 
Ermittlung der enzymatischen Aktivitat bis zum Erhalt einer signifikanten Aussage Ober 
eine enzymatische Aktivitat benptigt und hangt sowohl von der spezifischen Aktivitat 
des irn Test eingssetzten Prgteinsateaupb von der verwendeten Methode und der 
Empfindlichke'rt der verwendeten ©eBateak DerjiFachrriann ist die Ermittlung der Re- 
aktionszeiten bekahrtL.eej aul;;phQtorp.etfjschen Methoden basierenden Verfaftren zur 
Id^tfifizierung von Vexbind^^ WirktJrlg;li§gen. die Keaktiomszeiten 

bejsplejsweise im ailgemefoen;^isph^^ Minutem : H : V* *.? / \-"& -^te- 

"Rekombinante DNA* beschfeibfrein^ Kombinatiorr voir DNA-^Sequenzen herstellbar 
durch rekombinante;DNA-iTeohn0Iogie.. .v, *M w\g ^:^}*' ; 

"Rekombinate DNA-Technolc^te^ allgernein bekarinte^Techniken ±ur Fusiorileruhg von 
DNA-Sequenzen (z.B. beschrieben in Sambrook et al., 1989, Cold Spring Habour, NY, 
Cold Spring Habour Laboratory Press), .'• 

B RepIikationsursprunge M gewShrieisten.die Vermehrung der erfindungsgemaften Ex- 
pressionskassetten oder Vektoren in Mikroorganismen und Hefen z.B. derpBR322 ori 
oder der P15A ori in E. coli (Sambrook et al.: "Molecular Cloning. A Laboratory Man- 
ual", 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und 
der ARS1 ori in Hefe (Nucleic Acids Research, 2000, 28(10): 2060-2068). 

"Reportergene" kodieren fur leicht quantifizierbare Proteine. Ober Wachstums-, FIuo- 
reszenz-, Chemo-, Biolumineszenz- oder Resistenzassay oder Qber eine photometri- 
sche Messung (Eigenfarbe) oder Enzymaktivitat kann mittels dieser Gene eine Bewer- 
tung der Transformationsefflzienz oder des Expressionsortes oder -zeitpunktes vorge- 
nommen werden. Ganz besonders bevorzugt sind dabei Reporter-Proteine (Schenbom 
E, Groskreutz D. Moi Biotechnol. 1999; 13(1):29-44) wie das "green fluorescence 
protein" (GFP) (Gerdes HH and Kaether C, FEBS Lett 1996; 389(1 ):44-47; Chui WL et 
al., Curr Biol 1996, 6:325-330; Leffel SM et al., Biotechniques. 23(5):912-8, 1997), die 
Chloramphenicolacetyltransf erase, eine Luzif erase (Giacomin, Plant Sci 1996, 116:59- 
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72; Scikantha, J Bact 1996, 178:121; Millar et al., Plant Mol Biol Rep 1992 10:324- 
414), sowie Luziferasegene, im allgemeinen die jff-Galactosidase oder die ^-Glucu- 
ronidase (Jefferson et al., EMBO J. 1987, 6, 3901-3907) oder das Ura3-Gen. 

5 "Selektionsmarker* verleihen eine Resistenz gegen Antibiotika, oder andere toxische 
Verbindungen: Beispielhaft zu nennen seien hier das Neomycin-Phosphotransferase- 
Gen, das eine Resistenz gegen die Aminoglycosid-Antibiotika Neomycin (G 418), Ka- 
namycin, Paromycin (Deshayes A et al., EMBO J. 4 (1985) 2731-2737), das sul Gen 
kodierend fQr eine mutierte Dihydropteroat Synthase (Guerineau F et al., Piant Mol 
10 Biol. 1990; 15(1): 127-1 36), das Hygromycin B Phosphotransferase-Gen (Gen Bank 
Accession NO: K 01 193) und das shble Resistenzgen, das eine Resistenz gegen die 
Bleomycin Antibiotika wie zB. Zeocin verleiht. Weitere Beispiele fOr Selektionsmarker- 
Gene sind Gene, die eine Resistenz gegen 2-Desoxyglucose-6-phosphat (WO 
98/45456) oder Phosphinotricin etc. verleihen oder solche, die eine Antimetaboliten- 
K Resistenz verleihen, zum Beispiel das dhfr-Gen (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 

^Q^j : , rri 13 (1994) 142-149). Geeignet sindfefrier Gene-wie trpB oder hi3D\(Hartman SC and 
K^A^fi^AAJlllgSDtRCf Proc Natl Acad Sci U SA 85 (1988) '8047*8051$' Oedignet ist auch. dais- 
'•^/^v^H^JSIen. d§nMannose-Phosphat Isomerase (WO 94/20627), i das.OJ3e;<Orh!thin-Dec^r-; : : 

1987-ih: Current Corr^unication'^ta^^ 
i^Ktffe^Cteg \poJ.d-Sftnng Harbor. Laboratory,. Hr£gp)*xler die Deaminase aO^AspergiHlj's terrefcis ^ 
.«**»*.*-. .-(Tarriura Ketal.-, Bibscl Biotechnol-Bibchem. 59 (1995) 2336^2336)^ - ; ' >: ;v - 
Vs/'v. . \ • v; ' %M&s£\*gvSh ^ 

SfdCc*tf;.;ii -^^ransfqnriationV beschreibt einen Prozess zur Einfuhrung heterbloger^ DNA in eirie ■ . 
i.; -ftb-;^-.-. '.pro- oder eukaryontische Zelle. Mit einef transformTertert Zelle Tst Hicht niir das Pfodukt 

25 das Transformationsprozesses an sich beschrieben, sondern auch alle transgenen 
!*.: .'two v , Nachkommen des durch die Transformation fiergestellten transgenen Organismus 

• "Target/Target Protein": ein Polypeptid codiert uber die erfiridurtgsgemafte Nukleinsau- 
resequenz, welches ein Enzym im klassischen Sinne sein kanri oder z.B. ein Struktur- 
a0 protein, ein fQr Entwicklungsprozesse reievantes Protein, Regulationsproteine wie 

Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Phosphatasen, Rezeptoren, Untereinheiten von Kana- 
len, Transporlproteine, regulatorische Untereinheiten die einem Enzymkomplex eine 
substrat- oder Aktivitatsregulation verleihen. Allen Targets oder Wirkorten gemein ist 
dabei, dass deren funktionale Anwesenheit essentieil fOr das Oberleben oder die nor- 
35 male Entwicklung und das Wachstum sind. 

Transgen": Bezogen auf eine Nukleinsauresequenz, eine Expressionskassette oder 
einen Vektor enthaltend eine erfindungsgemafJe Nukleinsauresequenz oder einen Or- 
ganismus transformiert mit der vorstehend genannten Nukleinsauresequenz, Expressi- 
40 onskassette oder Vektor beschreibt der Ausdruck transgen alle solche durch gentech- 
nische Methoden hergestellten Konstruktionen, in denen sich entweder die Nukleinsau- 
resequenz des Zielproteins oder eine mit der Nukleinsauresequenz des Zielproteins 
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funktionell verknQpfte genetische Kontrollsequenz Oder eine Kombination der vorste- 
hend genannten Moglichkeiten sich nicht in ihrer natQrlichen genetischen Umgebung 
befinden oder durch gentechnische Methoderi modlfiziert wurden. Die Modifikation 
kann hier beispielsweise Qber Mutation eines oder mehrerer Nukleotidreste der ent- 
5 sprechenden Nukleins§uresequenz erreicht werden. 

In der vorliegenden Anmeldung wird auf die folgende Sequenzen Bezug genommen: 

Bezeichnung Organismus Sequenz 

10 SEQ ID NO:1 N. tabacuum NA NV 

SEQIDNO:2 N. tabacuum AA NV 

SEQIDNO:3 A. thaliana NA NV 

SEQ ID NO:4 A. thaliana AA NV 

SEQ ID NO:5 A. thaliana NA C(31)+N (49) 

SEQID NO:6 A. thaliana AA C(31)+N (49) %.: . 

SEQ IEuNO:7 / A.,tha«ana^ . ;;.,NA. C(31)+N (51) . -«« t: . 

SEQip ; NO:8 - v ; A^thaUana >AA C(31)+N (51) . . . 

vtvi SEQ ID-M©^-. tt£/.v£* • N,:tabaeiiJurii^ : ,;.NA . TS ■ pp; ^^-^vt4^^ 

SEQ ID. : NQ&0^!^^^^ TS v..; -^C:^.-. ^foif 

*) r.-- Nicotiana = N. " -r : " - • - ■ ' 

. l *-M > Arabidopsis= A. -.c . -'wv:/ 

^v.. v* AA=amipb acid sequence .v . ' ■.:>-:"■: ;-r. * vie:*.*?-:-. 

^ . ; h . NA= nucleic acid sequenced . - 

25 C 0+N 0 = C und N-terminal verkurzte Sequenz (Angabe der verkQrzten 

r \ - j i AS in Bezug auf SEQ ID NO:3) . -:V^-;. ^ v--: v: . . 

NV = nicht verkurzte Sequenz 
... TS= Teilsequenz ' • - t ;;r;»..r \ 



Plastochinon ist ein essenzieller Cofaktor der pflanzlichen Photosynthese. Es sorgt als 
zwei Elektronen Redoxpartner fur den Elektronentransfer vom Photosystem II auf den 
Cytochrom-betf Komplex und dient ferner als Cofaktor bei der Caroteniodbiosynthese. 
Die Biosynthese des Plastochinons zweigt von der aromatischen Aminosaurebiosyn- 
these ab. Die Homogentisat Solanyltransferase ubertragt einen Solanylrest auf Homo- 
35 gentisat. Das entstehende 2-Methyl-6-solanylbenzochinol (MSBQ) wird anschlieSend 
durch die 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-MethyItransferase (MSBQ-MT) zum Plasto- 
chinol methyliert. MSBQ-MT benotigt als Methylgruppendonor S-Adenosylmethionin. 
Die MSBQ-MT ist darQber hinaus an derTocopherolbiosynthese beteiligt, da sie ne- 
ben MSBQ auch 2-Methyl-6-phytyibenzoqionon (MPBQ) als Substrat akzeptiert. Beide 
40 Enzyme sind im Chlordplasten lokalisiert Homogentisat wird im Cytosol duch die 

Hydroxyphenylpyruvat Dioxgenase (HPPD) aus p-Hydroxyphenlpyruvat gebildet Alle 
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Enzyme der Plastochinon Biosynthese liegen mitUerweile cloniert aus hoheren Pflan- 
zen vor. 

MSBQ-MT Enzyme haben sich im Laufe der Evolution vermutlich unabh§ngig in Cya- 
5 nobakterien und hSheren Pflanzen entwickelt, da zwar Funktionshomolgie, nicht aber 
Sequenzhomologie zwischen diesen Enzymen aus Cyanobakterien und hoheren 
Pflanzen besteht (Cheng et ah 2003 Plant Cell 15, S. 2343-2356). 

Die Bedeutung der Plastochinon Biosynthese fQr die Fitness von Pflanzen wird anhand 
10 beschriebener KO Mutanten verdeutlicht. Arabidopsis knock out-Mutanten der HPPD 
(pdsl) und der Homogentisat Solanyltransferase (pds2) sind Keimungslethal unter 
photoautotrophen Bedingungen und enthalten kein Plastochinon (Norris etal. 1998, 
Plant Cell 7, S.21 39-21 49). Sehr ahnliche Phanotypen weisen knock out-Mutanten der 
. MSBQ-MT auf (vte3-2, Cheng et al. 2003 Plant Cell 15, S. 2343-2356 und apgl , Moto- 
■5 . hashi et al. 2003 The Plant Journal 34, S. 71 9-731 ), die in Erde nicht Qberleben und 
W : , auf sucrpsehaltigen Agarmedien blassgrun und wachstumsrietardiert sind. ... 

^ysv. HBRDJst darQber hinaus : der Wirkort von Herbiziden desTrifcetop Typs.,Dies&Daten 
*kr^ Aegm.&ahe, dass audi die pflanzliche H.bWogentisat Solgnyltransferasesowie.die* : 
: v20x --<: JMS^BQ-iyiT als Hert)izidtarget.geeignet sein konnten. inhjbitoren dieser . Enzyme^ die . ; 

sich als Herbizide eignen sind bisher nicht bekannt* - • \ • - - : • - 

> ^ ;rr.CKeng.;et al. 2003 Plant Cell 15, S. 2343-2356. toeschpeiben daruber hinaus ein schwa- 
?.>z ; -QhBS. Vte3-1 Ailed. Eine. Punktmutatibn im Arabidopsis MSBQ-MTrGenfOhrfchier zu ei- 
. ,:.:,unergeringen Abnahme der Plastochionmenge um 17°/a gegenQber dem Wildtyp. Die 
25 vte3-1 Mutanten sind jedoch nicht wesentlich in Wachstum und Fitness beeintrachtigt. 

. . ; In der vorliegenden Erfindung konnte Oberraschend gezeigt werden, dass nicht nur der 
^ totale Verlust der MSBQ-MT-Aktiyitat, wie in den null Mutanten vte3-1 und apgl zur 
m Beeintrachtigung der Vitalitat fQhrL In transgenen Tabakpflanzen, die ein MSBQ-MT- 
^0 Antisense-Gen enthalten und die nur teilweise verminderte MSBQ-MT Aktivitaten auf- 
weisen, konnte gezeigt werden, dass auch kleine Abnahmen der MSBQ-Aktivitat zur 
drastischen Reduktion der Vitalitat fOhren. Damit ist die besondere Eignung der MSBQ- 
MT als Herbizidtarget gezeigt. 

35 Ein Nachteil bezuglich der Verwendung der MSBQ-MT im effizienten Hochdurchsatz- 
Screening besteht darin, dass die Expression der MSBQ-MT aus Arabidopsis in E.coli 
prinzipiell moglich ist (Cheng et al. 2003 Plant Cell 15, S. 2343-2356), aber nur sehr 
geringe MSBQ-MT-Aktivitat liefert, die fOr ein effizientes Hochdurchsatz-Screening 
nicht ausreichen ist. 

40 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde Oberraschend gefunden, dass sich N- 
und C-terminal verkQrzte AminosSuresequenzen der MSBQ-MT besonders gut im Ge- 
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gensatz zu den entsprechenden Voliangensequenzen exprimieren lassen und sich 
somit fQr die Verwendung in Testsystemen zur Identifizierung von Herbiziden beson- 
ders gut eignen. 

5 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der 2-Methyl-6- 

Solanylbenzochinon-Methyltransferase in einem Verfahren zur Identifizierung von Her- 
biziden, welche bevorzugt durch eine Nukleinsauresequenz kodiert wird, welche 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 Oder In SEQ ID NO:3 darge- 
10 stellten Nukleinsauresequenz; Oder 

ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RQckQbersetzung aus der in SEQ ID NO:2 oder in SEQ ID NO: 4 
dargesteilten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 

5 . ■ - \ . - ■ ■ - s : 

^.a.. tijX; eirjrfunktionelles Aquivaient der Nukleinsauresequenz SEQ ID NOi3, : das sich* : 
vvM-: r, «;s durch RQckQbersetzung piner Aminosauresequenz, die eine Identitat mit der 
■ : tri"/ ^ySB&lD NO:4 von mindestens 59% aulweist, ableitenrlaBt , . ^r:?r : ;H*y.y. 

20 Aqcrtvafenf iii) sich durch eirtegieiche FunkQbna&tat ails^* 

^■ ; 4eichfReV<I.h. es kodieren fur ein Porypeptid mit der Aktivitat der 2-Meth^l-6^ ^ ri! * 
.SManylbenzochinoh7j\^^ • ■■ : ""v. . :-.J.'ii7i 

:r^r.De^Begnm n umfassend n oder "umfassen" bezogen auf Nukleinsaure^qtifehz^riWeirtf^ 
25 dad die erfindungsgemSBe Nukleinsauresequenz am 3' urtd/oder arh 5' Ende zusatzli- 
;;s^:^ph.e;Nukleinsauresequenzen enthalten kann, wobei die Lange derzusatzlichen Nuk- 
^v-^-vleinsauresequenzen 18 bp am 5 ? und 18 bp 3' Ende dereirfihdungsgemafJen Nuklein- ; - 
:?;-/*•• sSuresequenzen, vorzugsweise 6 bp am 5' und 6 bp am 3- Ende nichtOberschreitet, 
besonders bevorzugt 0 bp am 5' und 0 bp am 3' Ende. 

30 

Erfindungsgemafte funktionelle Aquivalente der SEQ ID NO:3 werden durch RQck- 
Qbersetzung einer Aminosauresequenz abgeleitet, die eine Identitat gemaft a) iii) wei- 
sen eine Identitat mit der SEQ ID No:4 von mindestens 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 
64%, 65% oder 66% vorzugsweise mindestens 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72% oder 
35 73% vorzugsweise mindestens 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79% oder 80% bevorzugt 
mindestens 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92% 
Oder 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 98% oder 99% 
aufweist. 

40 Beispiele fQr geeignete funktionelle Aquivalente gemali iii) sind auch die pflanzliche 
Nukleinsauresequenzen codierend fur 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon- 
Methyltransferase aus Spinat (Genbank Acc. Nr. X56963). 
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Die vorstehend genannten Sequenzen ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Er- 
findung. 

5 Des weiteren ist die Verwendung einer 2-Methyl->6-Solanylbenzochinon- 

Methyltransferase, deren Aminosauresequenz, die von einer Nukleinsauresequenz 
gemaii i) t ii) oder iii) kodiert wird, um mindestens 20 Aminosauren, bevorzugt mindes- 
tens 21-32 Aminosauren, besonders bevorzugt mindestens 33-48 Aminosauren, ganz 
besonders bevorzugt mindestens 49, 50 oder 51 Aminosauren am am C-terminus und 
10 um mindestens 20 Aminosauren, bevorzugt mindestens 21-26 Aminosauren, beson- 
ders bevorzugt mindestens 27-28 Aminosauren, ganz besonders bevorzugt mindes- 
tens 29, 30 oder 31 Aminosauren am N-terminus verkurzt ist, bevorzugt 

Die Verwendung von einer 2-Methyl-6-S6lanylbenzochinon-Methyltransferase, deren 
Jl 5 Aminosauresequenz von einer Nukleinsauresequenz umassend 

MHJ. - iv) . eine Nukieinsaiiresequenzttnit derin'SEQ ID :< N<D>5 oder in. SEQ ID NO:7 darge-. 

. stellten Nulde1h°saureseqU^ode£%'/' £'H-'v-v.-'... \y^- nt^ :^ -J. ■ *•-. . 

...... -v-. I-.- ■■ . .-I.,-- hi,: •v::^^ y - V • - V ./• .. • 'iSjvPf • • ' • 

;.-2Q/frf:v}r . ;. e.inexNukleiftsauresequehz^e^ degeneriertiBr>'-gehe^ischen ' : 

codes durch RuckQbersetzii'ng Ms^def in SEQ ID NO:6 oder ill SEQ ID NO: 8 
: •: • dargestellten i Aminosaureseq^§nz.aBfe'it§n iasst; > ' 5 -iv.-.': ; :;v. i;.^u-:^: . -: ! 

-ist hierbei besonders bevoragt^'^-'^'^^^^^-^"- v ' ' 

25 

Samtliche oben genannten Nukleirisaurese^uSrizertstammeh vorzugswei'se aus einer 
"• • Pflanze. ■'• •• ->r " -"■''tfvv,?: r. 

I 

^ Des weiteren werden in diesem Rahmen pflanzliche Nukleinsauresequenzen kodie- 
30 rend fOr ein Polypeptid mit der Aktivitat einer 2-Methyi-6-SoIanylbenzochinon- 
Methyltransferase umfassend 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:5 oder in SEQ ID NO:7 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz; oder 

35 

ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RuckQbersetzung aus der in SEQ ID NO:6 oder in SEQ ID NO: 8 
dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 

40 iii) SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3 oder ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsau- 
resequenz SEQ ID NO:3, das sich durch ROckubersetzung einer Aminosaurese- 
quenz, die eine Identitat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ab- 
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lelten lalit, und um mihdestens 20 Aminosauren, bevorzugt mindestens 21-32 
Aminosauren, besonders bevorzugt mindestens 33-48 Aminosauren, ganz be- 
sonders bevorzugt mindestens 49, 50 oder 51 Aminosauren am am C-terminus 
und um mindestens 20 Aminosauren, bevorzugt mindestens 21-26 Aminosauren, 
5 besonders bevorzugt mindestens 27-28 Aminosauren, ganz besonders bevor- 

zugt mindestens 29, 30 oder 31 Aminosauren am N-terminus verkurzt ist 

beansprucht sowie die durch die Nukleinsauresequenzen kodierten Polypeptide. 

1 0 Der im folgenden verwendete Begriff "erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz" steht 
fur eine Nukleinsauresequenz kodierend fOr ein Polypeptid mit der Aktivitat einer 2- 
Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase, umfassend 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 oder in SEQ ID NO:3 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz; oder - . . .' . 



•As fcfo *h pafflfefesifel* -Nukleinsauresequenz, die sich aufgrunrfdes degeneiierteii gehStisGhieH 4j« 
'■^y ^:^^i^;:GgdBs durch ROektibersetzung aus der in SEQ ID NO:2 oder in iSEQ 1D NO: 4 
.• dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 



'? f , iii) t; eiri fuhktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ' ID N'0:3 v ,'das stcK 
:4fc^4^^\ durch ROckubersefzung einer Aminosauresequenz, die einelldeYitfeVmit der 



SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten lasst; 




25 iv) vorzugsweise 

. : a): : , eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 cfarge- 
• stellten Sequenz oder ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID NO:3, das sich durch RGckubersetzung einer Aminosaure- 
30 sequenz, die eine Identitat mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% auf- 

weist, ableiten lasst; 

b) und um mindestens 20 Aminosauren am C-terminus und um mindestens 
20 Aminosauren am N-terminus verkQrzt ist. 



35 



Die verkQrzten Aminosauresequenzen kodierend fur ein Polypeptid mit der Aktivitat 
einer 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase werden besonders bevorzugt 
durch 



40 



v) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:5 oder in SEQ ID NO:7 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz; oder 
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vi) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetischen 
Codes durch RQckubersetzung aus der in SEQ ID NO:6 Oder in SEQ ID NO: 8 
dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; 

5 kodiert. 

Ein durch erfindungsgemalie Niikleinsauresequenzen i), ii) oder iii) kodiertes Polypep- 
tid mit der Aktivitat einer 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase wird im 
folgenden der Einfachheit halber ais "MSM" bzeichnet. Die durch die erfindungsgema- 
10 Re Nukleinsauresequenzen iv), v) oder vi) kodierten verkQrzten Polypeptide werden im 
folgenden ais "VMSIW bezeichnet. Die erfindungsgemalie Nukleinsauresequenzen iv) f 
v) oder vi) werden ais "VMSM Sequenz" bezeichnet. 

Die Genprodukte der erfindungsgemaSen Nukleinsauren stellen neue Targets fOr Her- 
bizide und.Wachstumsregulatoren, beyorzugt Herbizide dar, welche die Bereitstellung 
neuer Herbizide zur Bekampfung unerwQnschter Pflanzen ermoglichen. 

v. . Unter unerwunschten l^anze[£:Sinc^ versteheny\die 
v ,.. an Orten ai^achsen, an denen ste ^ .... 

Dikotyle Unkrauter der Gattungen: Sinapis, Lepidium, Galium, Stellaria, Matricaria, 
: . x - Anthemis, Galinsoga, Chfhopo^iJm^ (Jrtica, Sepecfa Amafanthus, Portulacfr Xan- 
..-r fyium,. Convolvulus Jpom^ 

Sonchus, Solatium, Rorippa, Rotate, Lindemia, Lamium, Veronica, Abutilon, Emex, 
25 Datura, Viola, Galeopsis, Papaver, Centaurea, Trifolium, Ranunculus, Taraxacum. 

Monokotyle Unkrauter der Gattungen:. Echinqchloa, Setaria, Panicum, Digitaria* . 
Phleum, Poa, Festuca, Eleusine, Brachiaria, Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorg- . 
hum, Agropyron, Cynodon, Monochoria, Fimbristyslis, Sag'ritaria, Eleocharis, Scirpus, 
r 30 Paspalum, Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctenium, Agrostis, Alopecurus, Apera. 

Die SEQ ID NO:l, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 oder SEQ ID NO:7 oderTeile der vor- 
stehend genannten Nukleinsauresequenz kdnnen fOr die Herstellung von Hybridisie- 
rungssonden verwendet werden. Die Herstellung dieser Sonden sowie die DurchfQh- 

35 rung der Experimente ist bekannt. Sie kann zum Beispiel Ober die gezielte Herstellung 
radioaktiver oder nicht radloaktlver Sonden mittels PGR und der Verwendung von ent- 
sprechend markierten Oligonukleotiden mtt anschlielienden Hybridisierungsexperimen- 
ten erfolgen. Die hierfur erforderlichen Technologien sind beispielsweise in T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring 

40 Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) aufgefQhrt. Die entsprechenden 
Sonden konnen weiterhin mittels Standardtechnoiogien (Lit. SDM bzw. random Muta- 
genesis) so modifiziert werden, dass sie fur weitere Zwecke eingesetzt werden konnen, 
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z.B. als Sonde, die spezifisch zu mRNA sowie den entsprechenden codierenden Se- 
quenzen hybridisiert zwecks Analyse der entsprechenden Sequenzen in anderen Or- 
ganismen, 

5 Die oben genannten Sonden konnen fQr die Detektion und Isolation von funktionellen 
Aquivalenten (Definition s.o.) aus anderen Pflanzenspezies aufgrund von Sequenz- 
identitaten verwendet werden. Hierbei wird z.B. ein Teii Oder die gesamte Sequenz der 
entsprechenden Nukleinsauresequenz als Sonde zum Screening in einer genomischen 
Oder cDNA Bank der entsprechenden Pflanzenspezies Oder in einer Computer- 
10 Recherche nach Sequenzen funktioneller Aquivalente in elektronischen Datenbanken 
verwendet 

Bevorzugte Pflanzenspezies sind hierbei die bereits eingangs erwahnten unerwunsch- 
ten Pflanzen. 

|5: ' - • • * 

>^Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Expressionskassetten. enttialtend 




genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Veri^nQpfung'mit.VjyiSM 

. . . r . 20 b) zusatzliche. Funktionselemente^ oder v ■ : : 

:fxz;\s' ' c ) . eine.K6rnbination,aus a) und.b); ^h^M^*} \ . . ' v . - 

' 'V ■;>•-■■- ...... . - *• *>»°'C*:»y - c - J H-'- o'v " '.r^'' 

. sowie die Verwendung von Expressionskassetten enthaltend 1 - v 

25 

-;n-a>-.. genetische Kontrollsequenzen in funktioneller VerknQpfung mit einer erfindungs- 
. . gemalien Nukleinsauresequenz; . . - . V v 




30 



b) zusatzliche Funktionselemente; oder 

c) eine Kombination aus a) und b); 



zur Expression von MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM zur Verwendung in in vitro 
Testsystemen. Beide AusfQhrungsformen der vorstehend beschriebenen Expressi- 
35 onskasetten werden im folgenden als erfindungsgemafte Expressionskassette be- 
zeichnet. 



Gemafi einer bevorzugten AusfQhrungsform umfalit eine erfindungsgemaBe Expressi- 
onskassette am S'-Ende der kodierenden Sequenz einen Promoter und am 3'-Ende 
40 Transkriptions-Terminations-Signal und gegebenenfalls weitere genetische Kontrollse- 
quenzen, welche mit der dazwischenliegenden erfindungsgem&Ren Nukleinsaurese- 
quenz funktionell verknQpft sind. 
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Unter den erfindungsgemaden Expressionskassetlen sind auch Analoga zu verstehen, 
die zum Beispiel durch eine Kombination der einzelnen Nukleinsauresequenzen auf 
einem Polynukleotld (Mehrfachkonstrukte), auf mehreren Polynukleotiden in einer Zelle 
5 (Kotransformation) Oder durch sequenzielle Transformation zustande kommen kSnnen. 

Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen nach Punkt a) fOr die erfindungsgemaften 
Expressionskassetten Oder fOr Vektoren enthaltend erfindungsgemafie Expressionska- 
setten sind beispielsweise Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, Ipp-, lac-, laclq-, T7-, 
1 0 T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, A-PR- oder im ,1-PL-Promotor, die zur Expression von 
MSM Oder VMSM, bevorzugt VMSM, in gram-negativen Bakterienstammen verwendet 
werden konnen. 

. Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen sind beispielsweise in den Promoto- 
M5 ren amy und SP02, die zur Expression von MSM Oder VMSM, bevorzugt VMSM in 
V gran^positiven Bakterienstammen verwendet werden konnen, sowie in den Hefe- oder ' 
.. . . Pilzpfomotoren AUG1 , GPD-1 , PX6, TEF, CUP1 , PGK, GAP1 , TPI, PH05, AOX1 , 
. . ; .GAM0/CYC1, QYQ1, OliCi APhkTQH, Kex2; MFaoder WMT oder Kombinaiionen der 
... -. ■ vpjrs.tehend genannten Promotoren enthalten (Degryse et aL, Yeast 1995 Jun 15; 
.20, .-.1.1(7):S29-40; Romanps et al.:Yeast 1992 Jun;8(e)c423r88;iBenitb et al. Eur. -Jr. Plant 
• Pathol. 1 04, 207-220 (1 998); Cregg et ah Biotechnology (N Y) 1 993 Aug;1 1 (8):905-1 0; 
: Luo X.-, Gene 1995 Sep 22;^63(1):127r31.f Nacken etab, Gene 1996 Oct 10;175(1-2): 
• • .: ■■ • 253r60; Turgeon et al., Mol Cell Biol 1987 Sep;7(9):3297-305) oder den Transkriptions- 

. : : terjnin'atoren NMT; Gcy1, TrpC, AOXVnos, PGK oder CYC1 (Degryse efcal.-, : Yeast 
25 1995 Jun 15; 1 1 (7):629-40; Brunelli et al. Yeast 1993 Dec9(12): 1309-18; Frisch et al., 
Plant Mok Biol. 27 (2), 405-409 (1995); Scorer et al., Biotechnology (N.Y.) 12 (2), 181 ^ 
1«4 (1 994), Genbank acc. number Z46232; Zhao et al. Genbank acc number : . 
^ AF049064; Punt et al, (1987) Gene 56 (1), 1 17-124), die zur Expression von MSM 
I oder VMSM, bevorzugt VMSM in Hefestammen verwendet werden kannen. 
30 

Als zur Expression in Insektenzellen geeignete genetische Kontrollsequenzen sind 
exemplarisch der Polyhedrin-Promotor sowie der p10-Promotor (Luckow, V.A and 
Summers, M.D. (1988) Bio/Techn. 6, 47-55) zu nennen. 

35 Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression der MSM oder VMSM, be- 
vorzugt VMSM in Zellkultur sind sind neben Polyadenylierungssequenzen wie z.B. aus 
Simian Virus 40 eukaryontische Promotoren viralen Ursprungs wie z.B. Promotoren 
des Polyoma, Adenovirus 2, Cytomegalovirus oder Simian Virus 40. 

40 Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression MSM oder VMSM, 
bevorzugt VMSM in Pflanzen sind in den Pflanzenpromotoren CaMV/35S [Franck et 
al., Cell 21(1980) 285-294], PRP1 [Ward etal., Plant. Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, 
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LEB4, USP, STLS1, B33, NOS; FBPaseP (WO 98/18940) oder im Ubiquitin- Oder Pha- 
seolin-Promotor enthalten, vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzli- 
chen Promotor oder einen Promotor, der einem Pflanzenvirus entstammt Insbesonde- 
re bevorzugt sind Promotoren viralen Ursprungs wie der Promotor des 35S- 
5 Transkriptes des Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294; Odell 
et al., Nature 313 (1985), 810-812). Weltere bevorzugte konstltutive Promotoren sind 
zum Beispiel der Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterium, der TR- 
Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus Agrobacterium, der Ubi- 
quitin Promotor (Holtorf S et al., Plant Mol Biol 1 995, 29:637-649), die Promotoren der 
1 0 vakuolarer ATPase Untereinheiten oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus 
- . Weizen (WO 91/13991). 

Die Expressionskassetten kSnnen auch einen chemisch induzierbaren Promotor als 

• ' genetlsche Kontrollsequenz enthalten, durch den die Expression des exogenen Gens 
5 in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden.kann. Derartige Pro- 
; motoren, wie z.B. der PRP1 Promotor (Ward etal., Plant Mo*. Biol: 22 (1993), 361- ••. 
*VCfrft . 366), ein durch Salicylsaure induzlerbarer (WO'95/19443)'; ein dufchiBenzoIsulforia*' 
v - Jmid-indyzierbarer (EP-A-0388186);ein durch Tetr^zyWin-rinduzierbarer (Gatz etal.*--*-" 
ttsswifctf-i .(1992). Rlant.J..2 ir 397404), ein durch Abscisinsaure-intfuzierbarer.(EP-Ai335528)]bzw> .. 
y£?dV2Qva- ein^urch Ethanol-oder Cyclohexanon-induzierbarer-C/VO 93/21334) Promotor konhen- 
••■ ebenfalls verwendet werden. : • <"^' : ^- " • 



<i z.B. ihAntheren, Ovarien, Bluten urtd BlOtenorganen; Blattetfi, Schlielizellen.Triehb- 5 

' " 25 men, Stengel, Leitgeweben, Wurzeln und Sanrien vefmitfeln. Ebenfalls geeignet sind 
. .. hier neben den oben genannten Konstitutiven Promotoren, lnsbesondere,solche Pro-; 



I (small subunit) der Rubisco (Ribulose-1 ,5-bisphosphatcarboxylase) oder der ST-LSI 
30 Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245). Bevorzugt 
sind femer Promotoren, die eine Expression in Samen und pflanzlichen Embryonen 
steuern. Samenspezifische Promotoren sind zum Beispiel der Promotor des Phaseo- 
lins (US 5,504,200, Bustos MM et al., Plant Cell. 1989;1(9):839-53), des 2S Albumin- 
gens (Joseffeon LG et al., J Biol Chem 1987, 262:12196-12201). des Legumins (Shir- 
35 sat A et al. , Mol Gen Genet. 1 989;21 5(2):326-331 ), des USP (unknown seed protein; 
Baumlein H et al., Molecular & General Genetics 1991, 225(3):459-67) des Napin Gens 
(Stalberg K, etal., L. Planta 1996, 199:515-519), des Saccharosebihdeproteins (WO 
00/26388) oder der LeB4-Promotor (Baumlein H et al., Mol Gen Genet 1991, 225: 121- 
128; Fiedler, U. et al.. Biotechnology (NY) (1995). 13 (10) 1090). 



Weitere als genetische Kontrolls'equenzen geeignete Promotoren sind beispielsweise 
spezrfische Promotoren fOr Knollen, Speicherwurzeln oder Wurzeln, wie beispielsweise 





40 
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der Patatin Promotor Masse I (B33), der Promoter des Cathepsin D Inhibitors aus Kar- 
toffel, der Promotor der Starke Synthase (GBSS1) oder der Sporamin Promotor, 
fruchtspezifische Promotoren, wie beispielsweise der fruchtspezifische Promotor aus 
Tomate (EP-A 409625), fruchtreifung-spezifische Promotoren, wie beispielsweise der 
5 fruchtreifung-spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794), blOtenspezifische 
Promotoren, wie beispielsweise der Phytoen Synthase Promotor (WO 92/16635) oder 
der Promotor des P-rr Gens (WO 98/22593) oder spezifische Plastiden- oder Chro- 
moplasten-Promotoren, w|e beispielsweise der RNA-Polymerase Promotor (WO 
97/06250) oder auch der Promotor der Phosphoribosylpyrophosphat Amidotransferase 
1 0 aus Glycine max (siehe auch Genbank Accession Nr U87999) oder ein anderer No- 
- dien-spezifischer Promotor wie in EP-A 249676 k6nnen vorteilhaft verwendet werden. 

Unter zusatzlichen Funktionselementen b) sind beispielhaft aber nicht einschrankend 

• Reportergene, ReplikationsursprOnge, Selektionsmarker und sogenannte Affinitats- 
5 \. Tags, fusioniert mit MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM direkt oder mittels eines Urt- 
.?o.kers optional enthaltend eine Protease-Schnittstelle zu verstehen. Weitere geeignete •■ 
. ■-- -.v ;-. zusatzliche' Fuhktionselemente sind Sequenzen, die ein Targeting in den Apoplasteh, '^ 
-'•"■'&${;. in Plastidenrdie-Vakuole, das Mitochondrial das Peroxisom, das' Endoplasmatisctid ^v* 
\ .•^•i ..Retikulum:(ER) oder'durcb ein Fehleh e'ntspfechender operativer Sfetfuenzen eineit- 
•::.«tf2B>* . Verbleib Irn Kompartlmeftt des Entstehens^dem Zytosol, gewahrleisteh (Kermode, Orrt.V' 
Rev. Plant Sd. 15, 4 (1996), 285-423). < 

■UdiiW,, ErfindungsgemaB sind femeNVektorenv:die miridestens eine Kopie deirerfindungsgei - 
.- -m* ■■ malierv Nukleinsauresequenzen-und/od'er der erfindungsgemaBen: ExpressionsRassef- :• . 
25 ten enthalten. 

: .UnteriVektoren sind aufier Plasmiden auch alle anderen dem Fachmahh bekanntert 

• Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren wie SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, 
I Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare 
30 DNA zu verstehen. Diese Vektoren k6nnen autonom im Wirtsonjanismus repliziert oder 
chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine chromosomale Replikation: 

In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann die erfindungsgemalie Nuk- 
leinsaurekonstrukt auch vorteilhafterweise in Form einer linearen DNA in die Organis- 
35 men eingefQhrt werden und Ober heterologe oder homologe Rekombination in das Ge- 
nom des Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus einem line- 
arisierten Plasmid oder nur aus dem Nukleinsaurekonstrukt als Vektor oder den ver- 
wendeten Nukleinsauresequenzen bestehen. 

40 Weitere prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in Kapitel 
16 und 17 in Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual." 2nd, ed., Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
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NY, 1989. Weitere vorteilhafte Vektoren werden in Hellens et al. (Trends in plant scien- 
ce, 5, 2000) beschrieben. 

Die erfindungsgemS&e Expressionskassette sowie davon abgeleitete Vektoren kdnnen 
5 zur Transformation von Bakterien.-Cyanobakterien (z.B. der Gattung Synechocystes, 
Anabaena, Calothrix, Scytonema, Oscillatoria, Plectonema und Nostoc), Proteobakte- 
rium wie etwa Magnetococcus sp. MC1 , Hefen, filamentosen Pilzen und Algen und 
eukaryontischen, nicht humanen Zellen (z.B. Insektenzellen) mit dem Ziel der rekombi- 
nanten Herstellung MSM oderVMSM, bevorzugt VMSM eingesetzt werden, wobei sich 
10 die Herstellung einer geeigneten Expressionskassette nach dem Organismus, in wel- 
chen das Gen exprimiert werden soil, richtet 



Vektoren enthaltend eine Expressionskassette, welche 

a) genetische Kontrollsequenzen in.funktioneller VerknQpfurig mit einer VMSM Se- 
♦ .quenz *••: **w" • . " v : -c i*.:** . **:.'■ 



b)\. .zusatzllche Funktionsetemente; udeH^; zi 
^ 20/ . ,.g) . ^eine Kombipation aus a) und b); entfiSltfc:^ isi~i*r&rx 6^ 7->\'-; ■ • 



. sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

• /In einer weiteren vorteilhaften AusfGhm^ 
25 Verfahren verwendeten NukleinsSuresequenzen auch alieine in einen Organismus 
eingebracht werden. 



Sollen neben den Nukleinsauresequenzen weitere Gene in den Organismus eirigefOhrt 
werden, so kannen alle zusammen in einem einzigen Vektor oder jedes einzelne Gen 
"30 in je einem Vektor in den Organismus eingebracht werden, wobei die verschiedenen 
Vektoren gleichzeitig oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

Hierbei kann das Einbringen der erfindungsgemalien Nukleinsaure(n), der Expressi- 
onskassette oder des Vektors in die entsprechenden Organismen (Transformation) 
35 prinzipiell nach alien dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen. 

FQr Mikroorganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den LehrbOchern 
von Sambrook; J. et al. (1989) "Molecular cloning: A laboratory manual", Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, von F.M. Ausubel et al. (1994) "Current protocols in molecu- 
40 lar biology", John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DNA Cloning Vol.1 , (1 995), 
IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al. (1994) Methods in Yeast Genetics, 
Cold Spring Habor Laboratory Press oder Guthrie et al. "Guide to Yeast Genetics and 
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Molecular Biology", Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. Bei 
der Transformation von filamentosen Pilzen bieten sich zum einen die Herstellung von 
Protoplasten und Transformation mit Hilfe von PEG (Wiebe et al. (1997) Mycol. Res. 
101 (7): 971-877; Proctor et al. (1997) Microbiol. 143, 2538-2591), zum anderen die 
5 Transformation unter zur Hilfe nahme von Agrobacterium tumefaciens (de Groot et al. 
(1 998) Nat. Biotech. 1 6, 839-842) an. 

FOr dikotyle Pflanzen konnen die beschriebenen Methoden zur Transformation und 
Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur transienten 
10 oder stabilen Transformation genutzt werden. Geeignete Methoden sind das biolisti- 
sche Verfahrens oder durch Protoplastentransfonmation (vergl. z.B. Willmitzer, L, 1993 
Transgenic plants. In: Biotechnology, A Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. 
. Rehm, G. Reed, A. PQhler, P. Stadler, eds.), Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New Y- 

► ;ork-Basel-Cambridge), die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen in 
5 rv RIviA^haltiger Losung, die Mikroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gen- 
tr^nsfer- Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., Techniques . 
fpr<Sene;Tcaiisfer r in: Transgenic.Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausge^- - 
^eben^p.p:S.D. Kung und R. WufAcademic Press (1993) 128^143 sowie irc-Potrykus 
AEinu. Rev^; Plant Physiol. Plant MoI.ec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben.r v & r^ ' * 

Die-Transformation mittels Agrobakterien sowie die fQr die Transformation zu verwen- ' 
deaden Vektoren sind dem Fachmanrt bekannt und in der Literatur ausfuhrlich be- - 
• schriebsn (Bevan et ah, Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711. Die intermediaren; Vektoren 
; konnen aufgrund von Sequenzen, die ; homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind,- • - 
25 durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobakterien integriert 
v r,iW©fxien. Dieses enthalt aufterdem die fOr den Transfer der T-DNA notwendige vir- 
-r Region. Intermediare Vektoren konnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines 
k iij cHelferpIasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium tumefaciens Obertra- 
W ... -• gen werden (Konjugation). Binare Vektoren kSnnen sowohl in E.coli als auch in Agro- 
30 bakterien replizieren. Sie enthalten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder 
Poiylinker, welche von der rechten und linken T-DNA Grenzregibn eingerahmt werden. 
Sie konnen direkt in die Agrobakterien transformiert werden (; Holsters et al. Mol. Gen. 
Genet. 163 (1978), 181-187) , EP A 0 120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector 
System Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley et al., 
35 Crit. Rev. Plant Sci., 4: 1-46 und An et al. EMBO J. 4 (1985), 277-287). 

Auch die Transformation monokotyler Pflanzen mittels Agrobacterium basierender Vek- 
toren wurde beschrieben ( Chan et al, Plant Mol. Biol. 22(1993), 491-506; Hiei et al, 
Plant J. 6 (1994) 271-282; Deng et al; Science in China 33 (1990), 28-34; Wilmink et al, 
40 Plant Cell Reports 1 1 ,(1992) 76-80; May et al; Biotechnology 13 (1995) 486^92; Con- 
ner und Domisse; Int. J. Plant Sci. 153 (1992) 550-555; Ritchie et al; Transgenic Res. 
(1993) 252-265). Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
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sind die Transformation mittels des biolistischen Ansatzes (Wan und Lemaux; Plant 
Physiol. 1 04 (1 994), 37-48; Vasil et al; Biotechnology 11 (1 992), 667-674; Ritala et al, 
Plant Mol. Biol 24, (1994) 317-325; Spencer et al, Theor. AppL Genet 79 (1990), 625- 
631) die Protoplastentransformation, die Elektroporation von partiell permeabilisierten 
5 Zellen ; die Einbringung von DNA mittels Glasfasern. Insbesondere die Transformation 
von Mais wurde in der Literatur mehrfach beschrieben (vgl. z.B. WO 95/06128; EP 
0513849 A1; EP 0465875 A1; EP 0292435 A1; Fromm et al, Biotechnology 8 (1990), 
833-844; Gordon-Kamm et al, Plant Cell 2 (1990), 603-618; Koziel et al, Biotechnology 
1 1 (1 993) 1 94-200; Moroc et al, Theor Applied Genetics 80 (1 90) 721 -726). 

10 

Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten wurde bereits beschrieben 
z.B. fQr Gerste ( Wan und Lemaux, s.o.; Ritala et al, s.o.; Weizen ( Nehra et al, Plant J. 
5(1994)285-297). 

■TjBs Mit einem erfindungsgem&lien Vektor transformierte Agrobakterien konnen ebenfalls in 
r > bekannterWeisezurTransformation'-von Pflarizen wTe Testpflanzen wie Arabidopsis 
. : : >v-:;Pder Kulturpflanzen wie Getreide^ Mais; Hafery RogQen^ Gerste, Weizefi, Soja, Reis, . 

^ ZuckerrQbe, Canola, Sonnenbiiimfe, Flafchs, Hanf, Kairtbffefi-Tabak, Toma- 

*: . Se, Karotte, Paprika,^ Raps,' Tapioka^Maniok, PfellWurz* Tagetes, Alfalfa^ Salat- und deh 

, ^ r 20^;7yerschjedenen Baumr-,.NulJ- und Weinspezies verwendet warden, Z.BV iridem verwun- 
• - . -dete Blatter Oder BlattstQcke in eineKAgrdbakterienlbscing gebadet urtd anschlieliend 
. * M ;. in geeigneten Medieh kultiviert werdert^A 1 *' « : ; - : , t-. : .: ••■ 

"'.h- r ' . ■. i " "- v :: • ' ?h s V-V^ - ^y/v:;. \.- . - 

■ -* - • Die genetisch veranderten Pflanzehzelleri konfrten Qber alle dem Fachmahn bekannten 
25 Methoden regeneriert werden. Entsprechende Methoden konnen den oben genannten 
, -r - ; : . ; Schriften von S.D. Kung und R:,Wu, Potrykus bder H6fgen und Willmitzef entnommen 
■ : werden. v-. \ m 

V V Die durch Transformation mit einer der oben beschriebenen Ausfuhrungsformen einer 
30 Expressionskassette, enthaltend eine erfindungsgemade NukleinsSuresequenz oder 
einem Vektor, enthaltend die vorstehend genannte Expressionskassette, hergestellten 
transgenen Organismen sowie die mittels Expression aus dem transgenen Organismus 
erhaltliche rekombinante VMSM sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Eben- 
falls Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von transgenen Or- 
35 ganismen enthaltend eine erfindungsgemafte Expressionskassette z.B. fQr die Bereit- 
stellung rekombinanten Proteins und/oder die Verwendung dieser Organismen in in 
vivo Testsystemen. 

Bevorzugte Organismen fQr die rekombinante Expression sind neben Bakterien, Hefen, 
40 Moose, Algen, Pilze auch eukaryontische Zellinien. 
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Bevorzugte Moose sind Physcomitrella patens oder weitere in Kryptogamen, Bd.2, 
Moose, Fame, 1991, Springer Verlag (ISBN 3540536515), beschriebene Moose. 

Innerhalb der Bakterien sind Bakterien der Gattung Escherichia, Erwinia, Flavobacteri- 
5 um, Alcaligenes Oder Cyanobakterien zum Beispie! der Gattung Synechocystes, Ana- 
baena, Calothrix, Scytonema, Oscillatoria, Plectonema und Nostoc, besonders bevor- 
zugt Synechocystis oder Anabena bevorzugt. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces, Schizosaccheromyces, Hansenula 
10 oderPichia. 



• 



Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Neurospora, Fusarium, 
Beauveria, Mortierella, Saprolegnia, Pythium, oder weitere in Indian Chem Engr. Secti- 
on B. Vol 37, No 1 ,2 (1995) beschriebene Pilze. 



; Beyonzugte Pflanzen sind insbesondere ausgfewahlt uriter monofeotyfen Kultufpflanzen, 
i'|^.yw#^z«m^elsple! Getfeideartea wie Welzen, Gerste, Hirse, Rog^n;-TTiticale, M^isr^ 
^^iiiRe^tade^-iiaSer s^ie dem Zucfcerrohr. Ferner sind dieerfindungs^toaBeri^^ 
^:^enJ^^nzen insbesondere ausgew&hlt linter dikotyienXuiturpflanzfert^ 
ZQt ~^spteI;BFassicacae wie Raps, Kresse, Arabidopsis r Kdhlarten oder G£nola;kegumino*:^ 
-sae wie Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnengewachsen oder Erdhuss Solaria'6todwrd : KkHiQff- 
fel, Tabak. 'Tomate, Aubergine oder Paprika; Asteraceae wie. Sonnenblume, Tagetes, 
r v rcAr Salat oder Calendula; Cucurbitaceae. wie Melone, Kurbis oder Zucchini - ^ * 
^•t^vjr^odeirLein, Baumwolle, Hanf, Flachs, Roter Pfeffer- M6hre,-Karottet ZUfeketrQbe oder • 
25 verschiedene Baum-, Nuss- und Weinspecies. 

y/s r*> *• Prinzipiell Sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geeign^t wie beispielsweise 
C. elegans. 

30 Bevorzugt ist auch die Verwendung von Expressionsystemen und Vektoren, die offent- 
lich zuganglich oder kommerziell erhaltich sind. 

Zur Verwendung in E. coli Bakterien sind die typischen vorteilhaften, kommerziell er- 
hSItlichen Fusions- und Expressionsvektoren pGEX [Pharmacia Biotech Inc; Smith, 
35 D.B. and Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, 
MA) and pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S-transferase bein- 
haltet (GST), Maltose Bindeprotein, oder Protein A, die pTrc-Vektoren (Amann et ah, 
(1988) Gene 69:301-315) der "pKK233-2 n von CLONTECH, Palo Alto, CAund die 
"pET"-, und die a pBAD°-Vektor-Serien von Stratagene, La Jolla zu nennen. 




40 



Weitere vorteilhafte Vektoren zur Verwendung in Hefe sind pYepSed (Baldari, et al., 
(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), 
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pJRY88 (Schultz et al., (1987) Gene 54:1 13-123), and pYES-Derivate, pGAPZ- 
Derivate, pPICZ-Derivate sowie die Vektoren des "Pichia Expression Kit" (Invitrogen 
Corporation, San Diego, CA). Vektoren fQr die Nutzung in filamentosen Pilzen sind 
beschrieben in: van den Hondel, CAM J.J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, 
J.F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Alternativ konnen auch vorteiihaft Insektenzellexpressionsvektoren genutzt werden z.B. 
fiir die Expression in Sf9, Sf21 oder Hi5 Zellen, welche Qber rekombinante Baculoviren 
infiziert werden. Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al. (1983) Mol. Cell 
Biol. 3:2156-2165) und der pVL series (Lucklow and Summers (1989) Virology 170:31- 
39). Weiterhin genannt seien die Baculovirus Expressionssysteme "MaxBac 2.0 Kit* 
und "Insect Select System" von Invitrogen, Calsbald oder "BacPAK Baculovirus Ex- 
pressjonssystem" von CLONTECH, Palo Alto, CA Insektenzellen eignen sich in be- 
sonderec Weise zur Oberexpression eukaryontischer Proteine, da sie posttranslationale 
Modifikationen der Proteine durchfQhren, die^iri Bakterien und Hefen nicht moglich sind. 
Die Handhabung von Insektenzellen irtZellktiltar sowie ihre Infektibn zur Expression 
: v. von Proteinerrslnd dem Fachmarirt^bek^nprf tind konnen in Anilogie zu bekannten Me-~ : 
r:-^\^A:'%\»\thoden-erfQlgen (Luckow und Summers-; Bio/Tech. 6; 1988-, ppi.47-55; Glover and HaV 
* 'tS : ^20v : - pries (eds) in-DNA Cloning 2- ? A practidahApproaeh, Expression Systems; Second Editi- 
on, Oxford University Press, 1995, 205^244): ' 

r: j. ,E(e t s w.eiteren konnen zur Gehexpression vorteiihaft Pflanzenzellen Oder Algenzellen • 

genutzt werden. Beispiele fOr Pflanzenexpressionsvektoren finden sich wie obenste- 
25 . hend erwahnt in Becker, D., et al. (1992) "New plant binary vectors with selectable 
markers located proximal to the left border", Plant Mol. Biol. 20: 1 195-1 197 oder in 
Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", Nucl. A- 
^ cid. Res. 12: 871 1-8721 . 

30 Weiterhin konnen die erfindungsgemaften Nukleinsauresequenzen in Saugerzellen 
exprimiert werden. Beispiel fQr entsprechende Expressionsvektoren sind pCDM8 und 
pMT2PC genannt in: Seed, B. (1987) Nature 329:840 oder Kaufman et al. (1987) EM- 
BO J. 6:187-195). Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren viralen Ursprungs 
wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, Cytomegalovirus oder Simian Virus 
35 40. Weitere prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in 
Kapitel 16 und 17 in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd, 
ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989. Weitere vorteilhafte Vektoren werden in Hellens et al. (Trends in 
plant science, 5, 2000) beschrieben. 

.40 

Die transgenen Organismen, welche VMSM Sequenzen beinhalten, werden im Rah- 
men der voriiegenden Erfindung beansprucht 
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Samtiiche, oben beschriebenen AusfOhrungsformen der transgenen Organismen, wel- 
che MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM enthalten, werden unter dem Begriff "erfin- 
dungsgemaSer transgener Organismus" zusammengefasst. 

5 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von MSM 
oder VMSM, bevorzugt VMSM in einem Verfahren zur Identifizierung von Testverbin- 
dungeh mit herbizider Wirkung. 

10 Bevorzugt umfasst das erfindungsgemaBe Verfahren zur Identifizierung von Verbin- 
diingen mit herbizider Wirkung die folgenden Schritte: 



» 



j. Inkontaktbringen von MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM mit einer oder mehre- 
ren Testverbindungen unter Bedingungen, die die Bindung der Testverbin- 
. dung(en) an den MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM erlaUben; und 



i^j { "4r^^achweis, ob die Testverbindung an MSM oder VMSM, ' bevQrzu'gtVMsi^ aug i)- 

•-! ; ; -.^?:fe.Kv^bifidet-oder :>'.•..-■-: ■ "" y.K^r:n^r,n^- ' • 

.-• .« •"«■■*. ••• : • •-r^irrw.-^^r*.'. '. •. 

2&-:%siHi ^NaQhwefs,:ob die Testverbindung dieAkflvltatvon MSM oder VMSM/BeVofzugt 
VMSM ausi)reduziert oder blockiert; oder " • ' ■■•«■•■?''>■•«■'*'*' 

W^tOSfrSix: Naqhweis; o&die Testverbindung die Trsihskiription, Translation oder Egression 
~ von MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM aus i) reduziett bdertirdckiern ' ! " l ' 

25 

: »x ' /. ». v Unter. dem Begriff "reduziert" ist eine Verringerurig der Aktivitaf ihi Vergleich ztirAktivi- 
: : >. . t§t des. nicht mit einer Testverbindung MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM von min- 
destens .10 %, vorteilhaft mindestens 20 %, bevorzugt mindestens 50 %, besonders 
bevorzugt urn mindestens 70 % und ganz besonders bevorzugt urn mindestens 80 %, 
30 90% oder 95% zu verstehen, unter demBegriff "blockierf die ganzliche, das heiftt 1 00 
%ige Blockierung der Aktivitat, wobei die vorstehend genannten prozentualen Verrin- 
gerungen bei einer inhibitorkonzentration von weniger alslO^M, bevorzug weniger als 
lO^M, besonders bevorzugt weniger aislO^M und ganz besonders bevorzugt von we- 
niger ais 10" 7 M. 

35 

Der Nachweis genrcali Schritt (ii) des oben stehenden Verfahrens kann anhand von 
Techniken, welche die Wechselwirkung zwischen Protein und Ligand aufzeigen, erfol- 
gen. Hierbei kann entweder die Testverbindung oder das Enzym eine detektierbare 
Markierung enthalten, wie z.B. eine fluoreszierende, radioisotope, chemilumineszie- 
40 rende oder enzymatische Markierung. Beispiele fQr enzymatische Markierungen sind 
Meerrettich Peroxidase, alkalische Phosphatase oder Luziferase. Die anschlie&ende 
Detektion richtet sich nach der Markierung und ist dem Fachmann bekannt. 
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Hierbei sind insbesondere fQnf bevorzugte Ausfuhrungsformen zu nennen, die im Zu- 
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung auch fur Hochdurchsatzmethoden (High 
Troughput Screening, HTS) geeignet sind: 

1 . Ober FIuoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
(1994) 11753-1 1575) laftt sich die durchschnittliche Diffusionsrate eines Fluores- 
zenzmolekQIs in Abh3ngigkeit zur Masse in einem kleinen Probenvolumen 
bestimmen. Durch Messen der Massenanderung bzw. der daraus resuitierenden 
veranderten DHfunsionsrate einerTestverbindung beim Binden an MSM Oder 
VMSM, bevorzugt VMSM lafit sich FCS zur Bestimmung von Protein-Ligand- 
Wechselwirkungen einsetzten. Ein erfindungsgemaftes Verfahren kann direkt zur 
Messung der Bindung eiher durch ein Fluoreszenzmolekul markierten Testver- 
bindung aufgebaut werden. Alternativ kann das erfindungsgemafte Verfahren so 
konzipiert sein,* dass eine durch ein;FluoreszenzmolekOI markierte chemische . 

: Referenzverbindung durch weitere Testverbindungen verdrangt wird ("Verdran- 

. gungsassay"). ' :>* i **' ." ^ ' 

;2 f ; : .. -DierFluoreszenzpolarisatioh nutzt die Eigenschaft eines mit polarisiertem Licht 
, . apgeregten ruhenden RuorofitoTS^b^hfails wieder polarisiertes Licht zu enrfrtfie- 
ren. Kann der Fluorophor allerdings wahrend des angeregten Zustands rotieren, 
.so geht die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr oder weniger ver- 
' • Jo^Qfe.Bei sonst gleicheo B^diftguhgen (z.B. Temperatur, Viskositat, Losuhgs'rnitr 
tel) ist die Rotation eineFunktion der Molekulgrolie/womit man Qber das Mess- 
signal eine Aussage Qber die GrOfte des am Fluorophor gebundenen Rests tref- 
. . fen. kann (Methods in Enzymology'246 (1995), pp.* 283-300). Ein erfindungsge-. 5 - 
. maBes Verfahren kann direkt zur Messung der Bindung einer durch ein Fluore^ 
zenzmoIekQI markierten Testverbindung an MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM 
aufgebaut werden. Alternativ kann das erfindungsgemSlie Verfahren auch in 
Form des unter 1 beschriebenen "VerdrSngungsassays" konzipiert sein. 

3. Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranfer" (FRET) basiert auf der strahlungslosen 
Energieilbertragung zwischen zwei raumlich benachbarten FluoreszenzmolekO- 
len unter geeigneten Bedingungen. Eine Voraussetzung ist die Oberjappung des 
Emissionsspektrums des DonormoIekQIs mit dem Anregungsspektrum des Ak- 
zeptormolekQIs. Durch Fluoreszenzmarkierung MSM oder VMSM, bevorzugt 
VMSM und den auf Bindung Tetsverbindung kann mittels FRET die Bindung ge- 
messen werden (Cytometry 34, 1998, pp. 159-179). Alternativ kann das erfin- 
dungsgemafte Verfahren auch in Form des unter 1 beschriebenen "Verdran- 
gungsassays" konzipiert sein. Eine besonders geeignete AusfQhrungsform der 
FRET Technologie ist die "Homogenous Time Resolved Fluorescence 0 (HTRF), 
wie sie von Packard Bioscience vertrieben wird. 
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4. Surface Enhanced-Laser Desorption/lonisation (SELDI) in Kombination mit ei- 
nem Time of Flighf Massenspektrometer (MALDI-TOF) ermaglicht die schnelle 
Analyse von MolekOlen auf einem Trager und kann zur Analyse von Protein- 
5 Ligand Wechselwirkungen verwendet werden (Worral et al., (1 998) Anal. Bio- 

chem. 70:750-756). In einer bevorzugten Ausfuhrungsform immobilisiert man nun 
MSM Oder VMSM, bevorzugt VMSM auf einem geeigneten Trager und inkubiert 
diesen mit der Testverbindung. Nach einem oder mehreren geeigneten Wasch- 
schritten kann man die an MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM zusatzlich ge- 
10 bundenen Molekule der Testverbindung mittels der oben erwahnten Methodik de- 

tektieren und somit an MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM gebundene Testver- 
bindungen selektieren. 



5. . Die Messung von .Oberflachen Plasmonenresonanz basiert auf der Anderung des 
. r-nw : ;Brechnungsindexes an einer Oberflache. beim Binden einer Testverbindung an 
. ^.ein auf besagter Oberflache immobilisierten Protein:- Da die Anderung des Brev 
-^.erfrn'tarV chungsindex fur eine definierte Andejxingder Massenkonzentration art der Ober- 
ris^rtfuiM iAfJac.be quasi furalle Proteine und Polypeptide identisch ist, kann diese Methode ! " 
i&ay#! r^tra^>vpfinzipiell auf jedes Protein angeweftdefcwerden (Lindberg«et.ai;iSensdr Actual. 1 
^^■fiO^SiSife^* (1983) 299r3Q4;.Malmquist Natur*e=361 (1993) 186-?37)*Die ; MeSsuhg. 

1 r -" '. kann beipielsweise mit Hilfe der von Biacbre (Freiburg) vertrieberie'n'auf Oberfla- 
s.»r« te-to&ux chen-Plasmonenresonanz basierenden Analyseautomaten hiieinem Durchsatz 
iter. l!fe^fr%v^4Jto*W]&1u3M Proben pro TagidurjchgefOhrt wercteti. ;Eta:«rpnttubgsge= '. « 
_ va^ - malies Verfahren kann direkt zur Messungder Bindung einer Testverbindung ah 

25 MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM aufgebaut werden. Alternativ kann das er- 

i / ;.::v^^ ;j «vfindungsgemaBe Verfahren auch in.F.ormides unter d ..beschriebeneA^Verdran- . . 
r gungsassays" konzipiert sein. -v.. : : : . . '. 't. 

. Die Ober die oben genannten Verfahren 1 bis 5 identifizierten Verbinduhgen kdnnen als 
30 Inhibitoren geeignet sein. Samtliche, Ober die oben genannten Verfahren identifizierten 
Substanzen konnen anschlieliend in einer anderen AusfOhrungsform des erfindungs- 
gemalSen Verfahrens auf ihre herbizide Wirkung OberprOft werden. 

Auch besteht die Moglichkeit, Ober Aufklarung der dreidimensionalen Struktur MSM 
35 oder VMSM, bevorzugt VMSM mittels RSntgenstrukturanalyse weitere potentielle her- 
bizide Wirkstoffe mittels "Molecular Modelling" zu detektieren. Die Herstellung von fOr 
die Rbntgenstrukturanalyse benotigten Proteinkristallen sowie die entsprechenden 
Messungen und anschlieftenden Auswertungen dieser Messungen, die Detektion einer 
Bindungstelle im Protein sowie die Vorhersage mfiglicher Inhibitorstrukturen sind dem 
40 Fachmann bekannt. Ober "Molecular Modelling" ist prinzipiell auch eine Optimierung 
der Ober die oben genannten Verfahren identifizierten Verbindungen mdglich. 
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Eine bevorzugte AusfOhaingsform des erfindungsgemaBen Verfahrens, das auf den 
Schritten i) und ii) basiert, besteht darin, dall eine Testverbindung selektlert wird, wel- 
che die enzymatische Aktivitat MSM Oder VMSM, bevorzugt VMSM reduziert oder blo- 
ckiert, wobei die Aktivitat der mit der Testverbindung inkubierten MSM oder VMSM, 
bevorzugt VMSM mit der Aktivitat einer nicht mit einer Testverbindung jnkubierten 
MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM vergiichen wird. 

Eine bevorzugte AusfOhrungsform des auf den Schritten i) und ii) basierenden Verfah- 
rens besteht darin, dass 

i. MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM in einem erfindungsgemalien, transgenen 
Organismus exprimiert wird oder ein Organismus, der naturgemaR MSM oder 
VMSM, bevorzugt VMSM enthalt, kultiviert wird; 

ii, . : MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM aus Schritt i) im Zellaufschluss des transge^ - 
v < nen bzw. nicht transgenen Organismus, in partieli gereinigter Form odenin zur 

,c Homogenitatgereinigten Fojjn.mit einer Testverbindung in Kontakt gebracht 
• wird; und .■ V " •.. • '. 

ilfc^*/.eW Verbind'urjg^lekliert wir4i; ; welche die:-Aktiyitat'von.MSM Oder VMSM, be-. 
- vorzugt VMSM reduziert oder blbckiert . 

;Hte rbeiijcann im Schritt iii.*ur Er^ittlLh^der Aktivitat der mitder Testverbiridung,.inku- 
bferten MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM mit der Aktivitat einer nicht mit einer Test- 
verbindung inkubierten MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM vergiichen werden. 

...!»*• .*.••.* . . j.. i .v- — * 

Die, MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM enthaltende Losung kann aus demLysa't des 
ursprOnglichen Organismus bestehen. Alternativ kann die MSM oder VMSM, bevorzugt 
VMSM enthaltende Losung kann aus dem Lysatdes transgenen, mit einer erfindungsf- 
gema&en Expressionskasette transformierten Organismus bestehen. 

Falls erforderlich kann die MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM partieli oder vollstandig 
Ober gangige Methoden aufgereinigt werden. Eine allgemeine Obersicht uber gangige 
Techniken zur Reinigung von Proteinen sind beispielsweise in Ausubel, F.M. et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley- 
Interscience (1994); ISBN 0-87969-309-6 beschrieben. Bei rekombinanter Darstellung 
kann eine Reinigung des mit einem Affinitats-Tag fusionierten Proteins Ober nach dem 
Fachmann bekannten Affinitatschromoatographie erfolgen. 

Die fOr in vitro Verfahren benotigte MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM kann somit 
entweder mittels heterologer Expression aus einem erfindungsgemafien, transgenen 
Organismus oder aus einem Organismus, der MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM 
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enthalt, isoliert werden, zum Beispiel aus pflanzlichen Chloroplasten. (Anmerkung: 
Diese Aussage ist sehr stark verallgemeinert und bisher so wissenschaftiich eher wi- 
derlegt als bestatigt Die MSM-Aktivitat in Pflanzen ist sehr gering und auch in transge- 
nen Oberexpressionspflanzen nicht nachweisbar. Man rnisst imrner nur die Akkumula- 
5 tion der Produkte (Tocopherol bzw Plastochinon). Insofern wurde ich lieber schreiben 
zum Beispiel aus Bakterien oder Hefen") 

Zur Identifizierung von herbiziden Verbindungen wird nun MSM oder VMSM, bevorzugt 
VMSM mit einer Testverbindung inkubiert. Nach einer Reaktionszeit wird die enzymati- 
10 sche Aktivitat der mit der Testverbindung inkubierten MSM oder VMSM, bevorzugt 
- ' VMSM mit der enzymatischen Aktivitat einer nicht mit einer Testverbindung inkubierten 
MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM ermittelt. Bei Inhibition der MSM oder VMSM, be- 
vorzugt VMSM beobachtet man eine signifikante Abnahme der Aktivitat im Vergleich 

• zur Aktivitat des nicht inhibierten erfindungsgemaSen Polypeptides, wobei eine Ab- 
. . . nahoie von mindestens 10%, vorteilhaft mindestens 20%, bevorzugt mindestens 30%, 
Xf^ r'^^^ijbesonders bevorzugt urn mindestens 50% bis hin zuieiner 100% Reduktion (Blockie-* 
i-it<cQi^v:^iHW8g) erzielt,wird. Bevorzugt mindesteris 50% Hemrriurig bei Kbft&htratiorien der-Test* 
iiitgbcY':. v.* ' - s yerbjndu.hg von 10"^ M, bevorzugt bei 10" 5 M, besonders bevoniugtvon 10* M und 
tCf^^:ir.f*\i-flWZ*WQ8rfers bevorzugt von 10"?M bezogen auf Enzymkonzenteatiori im mikFornblaf-^; 
:^^2(>4- -ren Beterch; (ftabe das hier entsprechehd Seite 25 tito^VerWnhVr»feht)r.' ' ■ % v : 

x • : ;;v'v Die ,Bestj|?imung der Aktivitat von MSM oder VMSM; ; bevorzugt VMSM kann: belsptel&~' 
iVik'*^ Aktivitatstest erfoijg#ri t Vin welchem' die Zuhahnriett&s Produktesrdte f vl 

: . - ^nahme des Substrates (oder Eduktes) bzw. die Ab-oder Zunarhe des Cofaktbrs Oder 
25 Ober eine Kombination aus mindestens zwei der vorstehend genannten Parameter in 
Abhangigkeit einer definierten Zeitspanne bestimmt werden: 

Die fur den Aktivitatstest einzusetzenden Mengen an Substrat konnen zwischen 0,1-10 
mM und Mengen an Cofaktor zwischen 0.1-10 mM bezogen auf 1-100 pg/ml MSM 
bzw. VMSM Enzym liegen. 

Beispiele fur geeignete Substrate fQr die Bestimmung der Aktivitat der MSM oder 
VMSM sind z.B. 2-Methyl-6-Solanyl-Benzochinol, 2-Methyl-6-Phytyl-Benzochinol, 2- 
Methy-6-Geranylgeranyl-Benzochinol sowie 2-Methyl-Benzochinol Derivate mit ver- 
kurzter Prenylkette in der 6-Position. 

Beispiele fur geeignete Cofaktoren ist S-Adenosylmethionin. 

Gegebenenfalls kannen auch Derivate der vorstehend genannten Verbindungen ver- 
wendet werden, die eine detektierbare Markierung enthalten, wie z.B. eine fluoreszie- 
rende, radioisotope (z.B. [ 14 C-methyQS-Adenosylmethionin) oder chemilumineszieren- 
de Markierung. 
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So kann die Bestlmmung der Aktivitat von MSM oder VMSM in Schritt iii) des oben 
genannten Verfahrens photometrisch nach Peddibhotla et al. (2003 Tetrahedron Let- 
ters 44, pp. 237-239) erfolgen. 

Alternativ ist ein Nachweis der Raktionsprodukte nach Auftrennung Ober HPLC m5g- 
lich. Die Reaktionsprodukte lassen sich mittels radioaktiver photometrischer oder elekt- 
rochemischer Dektektion nachweisen. 




1 0 Ebenfalls moglich ist die photometrische Verfolgung der Reaktion auf Basis der charak- 
terischtischen chromophoren Eigenschaften der chinoiden Substrate und Produkte. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens, das auf den 
Schritten i) und iii) basiert, besteht aus den foigenden Schritten: 



» - -i 

: ."-.Vi 



y.*'[: i. Herstellung eines transgenen Organismus enthaltend minde&ens einS-ftrfin- 
>w; duogsgemSRe NOkleirisauresequehz .Rodierend fQr MSM oder" VMSM, bevfcteUgf • ■ " • v " ; 

, „ &y VMSM* in welchem MSM oder VMSM; fcfevorzugt VMSM Qberexprimiert wird X.o^J:o r£ V; 

>-2Q»r: )l Aufbririgerc'einetf^ d^rf transgenen Orgafiisifai&.nach i) und ittif * 

eineh nicht-transgendn Organismus des gleichen Genotyps; 

'rtSKn* i Bestlmmen MW&cMtlM uftcK-^: "< : > - 

^ . . des nicht transgenen Orgaiiismus nach der Aufbringung der f Sstv^^ 
25 

;iv. * Setektion von Testverbindungerv die eiri vermindertes Wachstum oder eihg^ 
schrankte Qberlebensfahigkeit des nicht-transgenen Organismus bewirken ver- 
v glichen mit dem Wachstum des transgenen Organismus bewirkeh. V 

30 Hierbei betragt der Wachstumsunterschied der in Schritt iv) zur Selektion eines Inhibi- 
tors mit herbizider Wirkung mindestens mehr als 10%, vorzugsweise mehr als 20%, 
bevorzugt mehr als 30%, besonders bevorzugt mehr als 40% und ganz besonders be- 
vorzugt mehr als 50%. 

35 Unter dem Begriff des transgenen Organismus sind die oben genannten erfindungs- 
gemalien transgenen Organismen zu verstehen. 

Ein transgener Organismus, in weichem MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM Qbe- 
rexprimiert wird, der fur das oben genannte Verfahren geeignet ist, kann auch altema- 
40 tiv dadurch hergesteilt werden, dass die Oberexpression von MSM oder VMSM, bevor- 
zugt VMSM durch Manipulation der im Organismus naturlich vorhandenen Promotor- 
sequenzen bewerkstelligt wird. Derartige Methoden sind dem Fachmann bekannt. 
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Der transgene Organismus ist hierbei vorzugsweise eine Pflanze, Alge, ein Cyanobak- 
terium z.B. der Gattung Synechocystes oder ein Proteobakterium wie etwa Magneto- 
coccus sp. MC1 , bevorzugt Pflanzen, die sich mittels gangiger Techniken transfonmie- 
5 ren lassen, wie Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum, Nicotiana Tabacum, Cyano- 
bakterien die sich leicht transformieren lassen, wie z.B. Synechocystis, in welchen die 
fUr ein erfindungsgemaiie Polypeptid kodierende Sequenz uber Transformation inkor- 
poriert wurde. Diese transgenen Organismen weisen daher eine erhohte Toleranz ge- 
gen Verbindungen auf, welche das erfindungsgemaSe Polypeptid inhibieren. Hierbei 
10 kdnnen auch "knock-ouf-Mutanten verwendet werden, bei denen das in diesem Orga- 
nismus natOrlich vorhandene analoge Gen(e) fQr MSM oder VMSM, bevorzugt VMSM 
gezielt ausgeschaltet worden ist. 



► 



Die vorstehend genannte AusfOhrungsform des erfindungsgemafJen Verfahrens kann 
jedoch auch zur Identifizierung von Substanzen mit wachstumsregulatorischer Wirkung 
veryyepdet werden. Hierbei wird als transgener: Organismus eine Pflanze eingesetzt. 
- AasiVejf^hren zur Identifizierung von Substanzen rait wafehstUmsreguiatorischet Wir- . 
kung gmfasst somit die folgenden Schritte: '-*;y& '^<^z^i . . . : :■ >>;.•;;:.. 

20^ . .iv • Herstellungeiner transgenen Pflanze enthaltend eihe.NukleinsaureseqUenz-ko- 
dierend MSM oder VMSM, bevorzugt VM.SM Oberexprimierf wird 

<:x i.-, Awfbrihgen einer Testeubstanz auf die .transgene. Pflanze nach. i) und auf Mn& . . 
nicht-transgene Pflanze der gleichen Sorte; 

25 

•,. iii. r. -Bestimmen des Wachstums oder der Oberlebensfahigkeit der transgenen and 
. der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbringen der Testsubstanz; und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum der nicht- 
30 transgenen Pflanze bewirken verglichen mit dem Wachstum der transgenen 

Pflanze. 



Hierbei werden in Schritt iv) Testverbindungen selektiert, die ein verandertes Wachs- 
tum des nicht-transgenen Organismus bewirken verglichen mit dem Wachstum des 

35 transgenen Organmismus bewirken. Unter verandertem Wachstum ist hierbei eine 

Hemmung des vegetativen Wachstums der Pflanzen zu verstehen, was sich insbeson- 
dere in einer Reduzierung des Langenwachstums aufceren kann. Die behandelten 
Pflanzen weisen demgem§fi einen gedrungenen Wuchs auf; aufcerdem ist eine dunkle- 
re Blattfarbung zu beobachten. Weiterhin ist unter verandertem Wachstum auch eine 

40 zeitliche Veranderung des Reifeverlaufs, eine Heummung oder Vermehrungen seitli- 
cher Verzweigungen der Pflanzen, eine Verkurzung bzw. Verlangerung der Entwick- 
lungsstadien, eine Erhohung der Standfestigkeit, das Wachstum grolierer Mengen an 
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Knospen, BIQten, Blattern, FrQchten, SamenkSmem, Wurzeln und Knollen, eine Erho- 
hung des Zuckergehaltes in Pflanzen wie ZuckerrOben, Zuckerrohr sowle ZitrusfrOch- 
ten, des Proteingehaltes in Pflanzen wie Getreide oder Soja Oder eine Stimulierung des 
LatexfluR an Gummibaumen zu verstehen. Die Detektibn dieses veranderten Wachs- 
turns ist dem Fachmann bekannt. 

Auch hier kann alternativ die transgene Pflanze, in welcher MSM oder VMSM, bevor- 
zugt VMSM durch Manipulation der in der Pflanze natOrlich vorhandenen Promotorse- 
quenzen bewerkstelligt wird. Derartige Methoden sind dem Fachmann bekannt 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen auch mehrere Testverbindungen in 
einem erfindungsgemaiJen Verfahren eingesetzt werden. Wenn durch eine Gruppe von 
Testverbindungen eine Beeinflussung des Targets erfolgt, dann ist es entweder mog- 

.. lich, die einzelnen Testverbindungen direkt zu isolieren oder die Gruppe von Testver- 
bindungen in venschiedene Untergruppen zu teilen, z.B. wenn sie aus einer Vielzahl 
vpjj.verschiedenen Komponenteo besteht, um so die Zahl der verschiedenen'Testver-^ 
bia3yi3€jg& reduzieren. Das erfindungsgeroafier i r 

Verfahren wiederholt man dann mit der einzefnen Testverbindung oder der eritepre-*. 
c^eijcien-Urjtergruppe von Testverbindungen. Abhangig von der Komplexitat der Probe 

, konnen die^be^beschriebehen Schritt^rnehrrrials wiederholt werden, yorzugisweisei*' 
bis die ge;ma& der erfindungsgemaRen'M^thode identifizierte Untergruppe nur rfoch 
eine ge^riiiig^ Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Testverbindung umfaBt 

Alle oben beschriebenen Verfahren fur dfe Identifizierung von Inhibitoren mit herbjzider 
oder wachstumsregulatorischer Wirkung werden imfolgenden als "erfindungsgemaftes 
Verfahren" bezeichnet Hierbei steht der "erfindungsgemaRes Verfahren" vprzugsweise 
'%%dle:oben beschriebenen Verfahren fur die Identifizierung von Inhibitoren mit herbizi- 
der Wirkung. 

Samtliche, uber die erfindungsgemalien Verfahren identifizierten Verbindungen konnen 
anschliellend auf ihre herbizide oder wachstumsregulatorische Wirkung in vivo Qber- 
prilft werden. Eine MSglichkeit zur PrOfung der Verbindungen auf herbizide Wirkung ist 
die Verwendung der Wasserlinse Lemna minor in Mikrotiterplatten. Als Parameter kon- 
nen Veranderungen des Chlorophyllgehalts und die Photosyntheseleistung gemessen 
werden. Es ist auch moglich, die Verbindung auf unerwunschte Pflanzen direkt zu ap- 
plizieren, wobei die herbizide Wirkung z.B. uber eingeschrSnktes Wachstum festge- 
stellt werden kann. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren kann auch vorteilhaft in Hochdurchsatzverfahren, 
sog. HTS durchgefilhrt werden, welches das parallele Testen einer Vielzahl verschie- 
dener Verbindungen ermoglicht. 
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Im HTS bietet sich fQr die praktische DurchfQhrung die Verwendung von Tragem an, 
die eines Oder mehrere der erfindungsgemaBen NukleinsauremoIekOle, einen Oder 
mehrere die erfingungsgemalie Nukleinsauresequenz enthaltenden Vektoren, einen 
oder mehrere transgene Organismen, welche mindestens eine der erfindungsgemaBen 
5 Nukleinsauresequenzen enthalten oder eines oder mehrere (Polypeptide codiert Qber 
die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen enthalten. Der verwendete Trager 
kann fest oderflQssig sein, ist bevorzugt test, besonders bevorzugt eine Mikrotiterplat- 
te. Die vorstehend genannten Trager sind ebenfalls Gegenstand der voriiegenden Er- 
findung. GemaB der am weit verbreitesten Technik werden 96-well, 384-well und 1536 
10 well Mikrotiterplatten vecwendet, die in der Regel Volumina von bis zu 200^/1 umfassen 
konnen. Neben den Mikrotiterplatten sind die weiteren Bestandteile eines HTS- 
Systems passend zu den entsprechenden Mikrotiterplatten wie viele Instrumente, Ma- 
terialien, automatische Pipettiervorichtungen, Robotoren, automatisierte Plattenleser 
sowie Plattenwascher kommerziell erhaltlich. 




Neben den auf Mikrotiterplatten basierenden HTS^Verfahren konnen auch sogenannte 
; ;< •* i^R? : format assays" oder Testsystem^ig ; ^ischenrd.en; Prpben keinaphysjschen 

^Jggrrieren aufweisen, ver?vendet werdea^^ r z:B.; in Jayaickreme et akv proci.Natl. \ • 
s \&9&&;. Sci U.S.A. 19 (199.4) 161418; PJiet^jJiStrategiesJorrS»eening Combinatorial. : 
2ftf:.kib^ies ir First Annual • - 1 

delphia, Pa. (Nov. 710, 1995); Salmon. 6t al., Molecular Diversity 2 (1996), 5763 und 
, >:-M? 5,976,813. . . *]*£rzt;fr*:* Vs.-Vfj*- ■ 

v - Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind- Verbindungen mit-herbizider Wirkung ideri- 
25 tifiziert nach den erfindungsgemaBen Yerfahren. Diese Verbindungen werden im fol- 
genden "selektierte Verbindungen" genannt Sje wejsen ein Molekulargewicht von klei- 
ner als 1000 g/mol, vorteilhaft kleiner; 50.0 g/mol, bevorzugt kleiner 400 g/mol, beson- 
ders bevorzugt kleiner 300 g/mol. Verbindungen mit herbizider Wirkung weisen einem 
Ki-Wert kleiner 1 mM, bevorzugt kleiner 1 jjM, besonders bevorzugt kleiner 0,1 piM 
30 ganz besonders bevorzugt kleiner 0,01 jjM aufweisen. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen mit wachstumsregulatorsi- 
cher Wirkung identifiziert nach den erfindungsgemaBen Verfahren. Auch diese Verbin- 
dungen werden im folgenden "selektierte Verbindungen" genannt. Der Begriff "selek- 
35 tierte Verbindungen" steht jedoch vorzugsweise fQr Verbindungen mit herbizider Wir- 
kung. 

Die selektierte Verbindungen konnen natOrlich auch in Form ihrer landwirtschaft 
brauchbaren Salze vorliegen. Unter landwirtschaftlich brauchbaren Salzen kommen vor 
40 allem die Salze derjenigen Kationen oder die Saureadditionssalze derjenigen Sauren in 
Betracht, deren Kationen beziehungsweise Anionen die herbizide Wirkung der Ober die 
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erfindungsgemaften Verfahfen identifizierten. Verbindungen mit herbizider Wirkung 
nicht negativ beeintrachtigen. 

Femer konnen die selektierten Verbindungen sofern sie asymmetrisch substituierte a- 
5 Kohlenstoffatome enthalten, entweder a!s Racemate, Enantiomerengemische, reine 
Enantiomere oder, sofern sie chirale Substituenten aufweisen, auch als Diastereome- 
rengemische vorliegen. 

Die selektierten Verbindungen konnen chemisch synthetisierte oder mikrobiologisch 
10 produzierte Stoffe sein und z.B. in Zellextrakten von z.B. Pflanzen, Tieren oder Mikro- 
organismen auftreten. Das Reaktionsgemisch kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine 
Zelle oder Zeilkultur umfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann bekannt und 
werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecular Biology the cell, 3rd Edition 
(1 994), z.B. Kapitel 1 7. Die selektierte Verbindungen. konnen auch aus umfangreichen 
P&:.: Substanzbibliotheken stammen. 

^Mpgll<^ konnen Expressionsbibliotheken wie z.B. cDNA-E^fessr^: 

'Qj^^Hbjhekehv Peptide, ProteiherNu'kleinsauren, Antikorpf^r, kieine orgaHischV'Stdf^v' 
; v f^Morro0ne-?PNAs'oderahnliche3^seJn (Milner, Nature Medicin.1 (1995)^7^^^- 
20 HupK*Geir;'8a<.t995), 237-245; Gibbs, Cell: 79 (1994), 193-1 98 und dar»±ftlSM»R^ 
fererizeh): * ' . ' "' ' v • • 

v 1 ^ . .. . . -.«.*«. : " - * • ■ -:-^\>:!*;- : 7-"->:"-- 

selektierte Verbindungen konnen zur Bekampfung von unerwunschtern Pflanzen- , 
wtichs urid/oder als Wachstumsregulaforen verwendet wehdeni HerbizicJe ZiJsamrrieh^ 
25 setzungen, welche die selektierten Verbindungen enthalten, bekampfen Pflanzen- 

^^:/WM.chs auf Nichtkulturfiachen sehr gut. In Kulturen wie Weizen, Reis, Mafe, Sbja und- : 
i: o^BjaumwolIe wirken ste gegen Unkrauter und Schadgraser, ohhe die Kulturbflanzen ■ 
: nennenswert zu schadigen. Dieser Effekt tritt vor allem bei niedrigen Aufwandmengen 
auf. Die selektierten Verbindungen konnen zur Bekampfung der oben bereits erwahn- 
ten Schadpflanzen verwendet werden. 

In Abhangigkeit von derjeweiligen Applikationsmethode konnen selektierten Verbin- 
dungen bzw. diese enthaitende herbizide Zusammensetzungen vorteilhaft noch in ei- 
ner weiteren Zahl von Kulturpflanzen zur Beseitigung unerwunschter Pflanzen einge- 
setzt werden. In Betracht kommen beispielsweise folgende Kulturen: 

Allium cepa, Ananas comosus, Arachis hypogaea, Asparagus officinalis, Beta vulgaris 
spec, altissima, Beta vulgaris spec, rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus 
var. napobrassica, Brassica rapa var. silvestris, Camellia sinensis, Carthamus tinctori- 
us, Carya illinoinensis, Citrus limon, Citrus sinensis, Coffea arabica (Coffea canephora, 
Coffea liberica), Cucumis sativus, Cynodon dactyion, Daucus carota, Elaeis guineen- 
sis, Fragaria vesca, Glycine max, Gossypium hirsutum, (Gossypium arboreum, Gossy- 
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pium herbaceum, Gossypium vftifolium), Helianthus annuus, Hevea brasiliensis, Hor- 
deum vulgare, Humulus lupulus, Ipomoea batatas, Juglans regia, Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Lycopersicon lycopersicum, Malus spec, Manihot esculenta, Medicago 
sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum (N.rustica), Olea europaea, Oryza sativa, Pha- 
seolus lunatus, Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, Prunus 
avium, Painus persica, Pyrus communis, Ribes sylestre, Ricinus communis, Saccha- 
rum officinarum, Secale cereale, Splanum tuberosum, Sorghum bicolor (s. vulgare), 
Theobroma cacao, Trifolium pratense, Triticum aestivum, Triticum durum, Vicia faba, 
Vrtis vinifera, Zea mays. 

Daruber hinaus kbnnen die selektierten Verbindungen auch in Kulturen, die durch 
ZOchtung einschlieBlich gentechnischer Methoden gegen die Wirkung von Herbiziden 
tolerant sind, verwandt werden. Die Herstellung dieser Kulturen wird weiter unten be- 
schrieben. 

Weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahreh zur Herstellung der oben bereits 
erwahnten herbiziden Oder wachSturffsfegulatoFisGhen Zusammerisetzung, dadurch. 
s(fx*[>f yt. igekennzeichnet.dass man selektietteiiyeitoWdungerr mit geeigneterf Hilfsmitteln zu 
;; - Pflanzenschutzmitteln fom^et^ytt&l^>?7?&*;^- - ■• >- ■:. cAwy f-. : ; . • .• « 
20i{?-'-. • •-.>. v - NR-'^-uJ-r:^ ^ v-: , ■. : '-.-t:.- ! *"%^' : V.f'-..' ■ : " 

;;• Die selektierten Verbindungen kSnnen z:B. in Form von direkt versprOhbareri wSssri- 
>v riricj - gen Lpsungen, Pulvem, Suspensionen, auch hochprozentigen walSrigenVoligen Oder 
i. : .:fe'.^.-. : :SQnstigen Suspensionen bzw. Suspoemulsioneh Oder Dispersionenviemulg'ierbaren . 
. Konzentraten, Emulsionen, Oldispersionen; Pasten, Staubemitteln; Streumitteln oder 
25 Granulaten formuliert werden und durch VersprOhen, Vemebeln, Verstauben, 
,- /Verstreuen oder GieRen angewendet. werden. . Die Anwendungsformen richten sich 
nach den Verwendungszwecken und der Nattir der selektierten Verbindungen und soll- 
te in jedem Fall moglichst die feinste Verteilung der selektierten Verbindungen gewahr- 
leisten. Die herbiziden Zusammensetzung enthalten eine herbizid wirksame Menge 
30 mindestens einer selektierten Verbindung und fOr die Fonmulierung von herbiziden Zu- 
sammensetzungen Obliche Hilfsstoffe. 





Zur Herstellung von Emulsionen, Pasten oder wassrigen oder olhaltigen Formulierun- 
gen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) konnen die selektierten Verbindungen in 

35 einem Ol oder LSsungsmittel gelost oder dispergiert werden, wobei weitere Formulie- 
rungshilfsstoffe zur Homogenisierung zugesetzt werden konnen. Es konnen aber auch 
aus selektierter Verbindung, gegebenenfalls LSsungsmitteln oder Ol sowie optional 
weiteren Hilfsmitteln bestehende fiOssige oder feste Konzentrate hergestellt werden, 
die zur VerdOnnung mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emulgierbare Kon- 

40 zentrate (EC, EW), Suspensionen (SC), lasliche Konzentrate (SL), dispergierbaren 
Konzentrate (DC), Pasten, Pastillen netzbaren Pulvem oder Granulaten, wobei die 
festen Formulierungen entweder in Wasser ISslich (soluble) oder dispergierbar (wet- 
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table) sein konnen. Desweiteren konnen entsprechende Pulver bzw. Granulate oder 
Tabletten noch mit einem festen, den Abrieb oder eine vorzeitige Wirkstofffreisetzung 
verhinderenden Clberzug ("coating") versehen werden. 

5 Prinzipiell sind unter dem Begriff "Hilfsmittel" folgende Verbindungsklassen zu verste- 
hen: Antischaumungsmlttel, Verdicker, Netzmittel, Haftmittel, Dispergiermittel, Emul- 
giermittel, Bakterizide und/oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutung der oben genann- 
ten Mittel ist dem Fachmann bekannt. 



10 SLs, EWs und ECs konnen durch einfaches Mischen der entsprechenden Inhaltsstoffe 

- ■ hergestellt werden, Pulver Qber Mischen oder Vermahlen in speziellen Muhlentypen 

(z.Bsp. Hammermuhlen). DC, SCs und SEs werden ublicherweise Qber Nafivermah- 
lung ("wet milling") hergestellt, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer organ!- 

• schen. Phase, die weitere Hilfsmittel oder selektierte Verbindungen enthalten kann, 
. hergestellt werden kann. Die Herstellung ist bekannt Pulver-, Streir- und Staubemittel 
<•; *. : j : konnen yorteilhaft durch Mischen oder gemeinsames Vermahlen der wirksamen Sul> 
• ate^v^ ^tgnz^iii wit einem festen Tragerstoff hergestellt werden. Granulate^vBt UrnhQIIungs^ 
i&&5&.£ inipragntepung§-.uhd Homogengranulate konnen durch Bindung de^elefctisrten.A/er- . \ 
ibincjuogeii an feste Tragerstqffe htergestellt werden. Weitere Detailsrder.Herstelluhg 

- /2Qv/x sind .dem Fachmann bekannt und z;Bsp. in folgeriden Schriften aufgefGtfrt: US* - v 

,21,060,084, EP-A 707445 (fur flQssige Konzentrate), Browning, "Agglomeration", Che- 
• : ,mi<»!:€rigm^^ 147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th 

W< -ixE^i^M^ts^'m, New .York; 1963, pages. 8-57 und ff. WO 91/13546;;US4vl72,71:4,- , 
- < —US 4,144,050, US 3,920,442, US 5,180,587, US 5,232,701, US 5;208;030; : - 
25 GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, Weed Control as a Science, John Wiley and 
k ;i v SpnjSirJnc., JSIew York, 1961, Hance etal., Weed Control Handbook,.8th Ed., Blackwell . 

Spientiflg Publications, Oxford, 1989 und Mollet, K, Grubemann, .A. t Formulation tech- 
nology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Federal Republic of Germany), 2001 . 

30 Inerte flOssige und/oder feste Tragerstoffe geeignet fur die erfindungsgemafien Formu- 
lierungen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, wie z.Bsp. flQssige Zusatzstoffe 
wie Mineralolfraktionen von mittlerem bis hohem Siedepunkt, wie Kerosin oder Diesel- 
61, femer Kohlenteerole sowie Ole pflanzlichen oder tierischen Ursprungs, aliphatische, 
cyclische und aromatische Kohlenwasserstoffe, z.B. Paraffin, Tetrahydronaphthalin, 
35 alkylierte Naphthaline oder deren Derivate, alkylierte Benzole oder deren Derivate, 
Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol, Ketone wie Cyclo- 
hexanon oder stark polare Losungsmittel, z.B. Amine wie N-Methylpyrrolidon oder 
Wasser. 



40 



Feste Tragerstoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kieselsauren, Kieselgele, Sili- 
kate, Talkum, Kaolin, Kalkstein, Kalk, Kreide, Bolus, Loli, Ton, Dolom'rt, Diatomeener- 
de, Calcium- und Magnesiumsulfat, Magnesiumoxid, gemahlene Kunststoffe, DQnge- 
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mittel, wie Ammoniumsulfat; Ammoniumphosphaf, Ammoniumnitrat Hamstoffe und 
pflanzliche Produkte wie Getreidemehl, Baumrinden-, Holz- und NuBschalenmehl, Cel- 
lulosepulver oder andere feste Tragerstoffe. 

Oberflachenaktive Stoffe (Tenside) geeignetfOr die erfindungsgemaften Formulierun- 
gen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, wie z.Bsp. Alkali-, Erdalkali-, Ammo- 
niumsalze von aromatischen Sulfonsauren, z.B. Lignin-, Phenol-, Naphthalin- und Di- 
butylnaphthalinsulfonsaure, sowie von Fettsauren, Alkyl- und Alkylarylsulfonaten, Alkyl- 
, Laurylether- und Fettalkoholsulfaten, sowie Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und Oc- 
tadecanolen sowie von Fettalkoholglykolether, Kondehsationsprodukte von sulfonier- 
tem Naphthalin und seiner Derivate mit Formaldehyd, Kondensationsprodukte des 
Naphthalins bzw. der Naphthalinsulfonsauren mit Phenol und Formaldehyd, Polyoxye- 
thylenoctylphenolether, ethoxyliertes Isooctyl-, Octyl- oder Nonylphenol, Alkylphenyl-, 
Tributylphenylpolyglykolether, Alkylarylpolyetheralkohole, Isotridecylalkohol, Fettalko- 
holethylenoxid-Kondensate, ethoxyliertes Rizinusol, Polyoxyethylenalkylether oder Po- 
lyoxypropylenalkylether, LaurylalkoholpolyglykoletheracetatvSbrbitester, Lignin- 
Sulfitablaugen oder Methytellulo^/&V^?-?-« "■• • "-V-fe-- 

" ■•f-^; /■^.•'i*ff^gi&r ■ '•'> ' ■■ ■ '•• 
Die Applikation der herbizidenZUsamraensetztingen bzw.. der selektierten Verbindtin^- 
; gen/kanrr im.Vorauflauf- odeMm Naohauflaufverfahreh erfolgeh. Sind die selektierten: 
Verbindungen for gewisse Kulturpflarhzeh wehiger vertraglich, so konnen Ausbrin- 
•gungstechniken angewandt werden,- bei welchen die selektierten Verbindungen mit 
./Hilfe.deriSpritzgerate so gespritztweFdern ciaR'die Blatter der empfindlichen KultUN '■' 
pflanzen nach MSglichkeit nicht getrdffen werden, wahrehd die selektierten Verbiriduh- 
gen auf die Blatter darunter wachsender unerwunschter Pflanzen oder die unbedeckte 
Bodenflache gelangen (postkJirected'. lay-by). 

Die Aufwandrnengert an selektierten Verbindungen betragen je nach Bekampfungsziel, - 
Jahreszeit, Zielpflanzen und Wachstumsstadium 0.001 bis 3.0, vorzugsweise 0.01 bis 
1.0 kg/ha. 

Die Bereitstellung des herbiziden Targets ermoglicht weiterhin ein Verfahren zur Identi- 
fizierung einer MSM oder VMSM , welche nicht oder nur eingeschrankt durch ein Her- 
bizid, welches als Wirkort die MSM hat z.B. die herbizid wirkenden selektierten Verbin- 
dungen, gehemmt wird. Im folgenden wird ein sich derart von der MSM oder VMSM, 
bevorzugt VMSM unterscheidendes Protein als MSM -Variante bezeichnet, die vor- 
zugsweise durch eine Nukleinsauresequenz codiert wird, welche 

i) ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3, das 
sich durch ROckObersetzung einer Aminosauresequenz, die eine Identitat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten lalit; oder 
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ii) ein funktionelles Aquivalent der NukleinsSuresequenz SEQ ID NO:3 f das 
sich durch ROckQbersetzung einer Aminosauresequenz, die eine Identitat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten laSt, und urn 
mindestens 20 Aminosauren am Oterminus und um mindestens 20 Ami- 
5 nosauren am N-terminus verkQrzt ist; 

umfasst. 



Funktionelle Aquivalente der SEQ ID NO:3 werden durch eine Aminosauresequenz 
10 kodiert, welche eine Identitat mit der SEQ ID No:4 von mindestens 59%, 60%, 61%, 
62%, 63%, 64%, 65% oder 66% vorzugsweise mindestens 67%, 68%, 69%, 70%, 
71%, 72% oder 73% vorzugsweise mindestens 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79% oder 
80% bevorzugt mindestens 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 
90%, 91%, 92% oder 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 97%, 
98% oder 99% aufweist • -:c 



oSamtliche oben gehannten Nukleinsauresequenzen stamTnert^bi^aQsweisfe aus einer 
vve^; • Pflanze. ■ y ■-•^^ , ^i' , v. : .; 

^••^ besteht das oben gerianntfe^ 

: '\ zeugung yon Nukleinsauresequenzen cddierend fQr MSM-Varianten vbn Nukleinsau- 
^^c;; resequences unrfassen aus folgenden Schritten: .:- ^o^i - -.|. 

;v.-i S^Ww,!:- • ,i - ir -S^r. ; ■* ,J ' vv{.^^^i^f-^\£:^ : > *:\ 

- - - ^a) Expression der von den oben genannten Nukleirisatiren kddferten Proteine in 
25 einem heterologen System oder in einem zellfreien System; 

/ b) Randomisierte oder gerichtete Mutagenese des Proteins duirch Modifikation der 
Nukleinsaure; 

30 c) Messung der Interaktion des veranderten Genprodukts mit dem Herbizid; 

d) Identifizierung von Derivaten des Proteins die eine geringere Interaktion aufwei- 
sen; 

35 e) Testung der biologischen Aktivitat des Proteins nach Applikation des Herbizides; 

f) Auswahl der Nukleinsauresequenzen, die eine veranderte biologische Aktivitat 
gegenQber dem Herbizid aufweisen. 




Die nach dem oben beschriebenen Verfahren nach ausgewahlten Sequenzen werden 
vorteilhaft in einen Organismus eingebracht Deshalb ist ein weiterer Erfindungsge- 
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genstand ein nach diesem Verfahren hergestellter Organismus. Bevorzugt ist der Or- 
ganismus eine Pflanze, besonders bevorzugt eine deroben definierten Kulturpflan-zen. 

Anschlie&end erfolgt die Regeneration ganzer Pflanzen und ClberprQfung der Resis- 
tenz gegenQber der selektierten Verbindung in intakten Pflanzen. 

Veranderte Proteine und/oder Nukleinsauren, die in Pflanzen Resistenz gegen die se- 
lektierten Verbihdungen vermitteln konnen, kSnnen aus den oben genannten Nuk- 
leinsauresequenzen auch Qber die sogenannte "site directed mutagenesis" hergestellt 
werden, durch diese Mutagenese kann beispielsweise die Stabilitat und/oder Aktivitat 
des Target Proteins Oder die Eigenschaften wie Bindung und Wirkung der oben ge- 
nannten erfindungsgemaften Inhibitoren sehr gezielt verbessern bzw. verSndert wer- 
den. 

Bejspielsweise wurde von Zhu et aL (Nature Biotech., Vol. 18, May 2000: 555^- 558) 
ein_e,"site directed mutagenesis n -Methode in Pflanzen beschrieben, die vorteilhaft ver- 
w.endet werden kano/-. -: ^ ■ - . ' 

.Walt0rbin konnen Veranderufigen liber die vori Spee et al. (Nucleic Adds Research, 
Vol i-m t No. 3, 1993: 777^ -78) beschriebenen PCR-Methode unter.Verwenduhg von 
dlTP zur zufalligen Mutagenesb erzielt werden oder durch die von Rellos ef al. (Protein 
Expr. Purif., 5, 1994 : 27ar277) weiter verbessert Mettiode, . . «. . 

Eine • weitere M6glichkeit zur Hersteilung dieser veranderten Proteine und/oder Von 
Nukleinsauren jst eine von Stemmer et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 91, 1994: 
1A747t10751) beschriebene "in vitro" Rekombinationstechnik fQr die molekufare Evolu- 
tion oder die von Moore et al. (Nature Biotechnology Vol. 14, 1996: 458-467) beschrie^ 
bene Kombination der PCR- und Rekombinationsmethode. 

Ein weiterer Weg zur Mutagenese von Proteinen wird von Greener et al. in Methods in 
Molecular Biology (Vol. 57, 1996: 375-385) beschrieben. In EP-A-0 909 821 wird eine 
Methode zur Veranderung von Proteinen unter Verwendung des Mikroorganismus E. 
coli XL-1 Red beschrieben. Dieser Mikroorganismus erzeugt bei der Replikation Mutan- 
tionen in den eingefuhrten Nukleinsauren und fOhrt so zu einer Veranderung der gene- 
tischen Information. Ober Isolierung der veranderten Nukleinsauren bzw. der verander- 
ten Proteine und Testung auf Resistenz lassen sich ieicht vorteilhafte Nukleinsauren 
und die durch sie kodierten Proteine identifizieren. Diese konnen dann nach Einbringen 
in Pflanzen dort die Resistenz ausprSgen und so zur Resistenz gegen die Herbizide 
fOhren. 

Weitere Methoden der Mutagenese und Selektion sind beispielsweise Methoden wie 
die in vivo Mutagenese von Samen oder Pollen und Selektion resistenter Allele in An- 
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wesenheit der erfindungsgemaften Inhibitoren, gefolgt von genetischer und moleku- 
larer Identifizierung des veranderten, resistenten Allels. Weiterhin die Mutagenese und 
Selektion von Resistenzen in der Zellkultur durch Vermehrung der Kultur in Anwesen- 
heit von sukzessiv steigenden Konzentrationen der erfindungsgemaBen Inhibitoren. 
Dabei kann die Erhdhung der spontanten Mutationsrate durch chemi- 
sche/physikalische mutagene Behandlung ausgenutzt werden. Wie vorgehend be- 
schrieben lassen sich auch mit Mikroorgansimen, die eine endogene Oder rekombinan- 
te Aktivitat der durch die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Nukieinsauren 
codierten Proteine haben, und die gegenOber den erfindungsgemaS identifizierten In- 
hibitoren sensitiv sind, veranderte Gene isolieren. Die Anzucht der Mikroorganismen 
auf Medieh mit steigenden Konzentration von erfindungsgemaSen Inhibitoren erlaubt 
die Selektion und Evolution von resistenten Varianten der erfindungsgemaBen Targets. 
Die Frequenz der Mutationen kann wiederum durch mutagene Behandlungen erhSht 
werden. 

Daneben stehen Verfahren zur gezielten Verartdehirtgen vbti^kleirisauren zur VerfQ- 
n&mr'O, gung (Zhy et al. Proc. Natl. Acad, ScT. USA. Voiy-96'i 876S- 8773-und Beethem et al.,' " 
. Proc. Nati.; Acad. Sci. USA, Vol 96/ 8774 - 8778). Diese Methoden ermbglichen es, in 
den.protemeFi solphe AminosaurefHvdie fur die Bihdtmg von'tefiibitbren' vbh Bedeuturig 
'%'#?$$G!.u> «jnd/duithr'-ftinkfionell ariaioge Amiribsauren zue^MM^j^^HieB^x^'d^': 
Inhibitors verhindern. 

* 

&»■ r .\; EjjKWeiterer Erfindungsgegenstand ist deshalb ein Verfahren zur ErsTellung vbri Nuk- 
~/ leinsauresequenzeh, welche fur Genprodukte ksaiereri;'die eine yefanderte biologische 

25 Aktivitat aufweisen, wobei die biologische Aktivitat dahingegen verandert wurde, daB 
v - eine erhohte Aktivitat vorliegt. Uriter erhbhter Aktivitat ist eine gegenOber dem Aus- 
Jj^^ gangsorganismus bzw. gegenOber dem Ausgahgsgenprodukt urn mindestens 10% , 
■lS bevorzugt urn mindestens 30%, besonders bevorzugt urn mindestens 50%, ganz be- 
sonders bevorzugt urn mindestens 100% hohere Aktivitat zu verstehen. Weiterhin kann 
30 die biologische Aktivitat dahingegen verandert worden sein, daB die erfindungsgema- 
lien Substanzen und/oder Mittel nicht mehr oder nicht mehr richtig an die Nukleinsau- 
resequenzen und/oder die durch sie kodierten Genprodukte binden. Unter nicht mehr 
oder nicht mehr richtig ist im Sinne der Erfindung zu verstehen, daB die Substanzen 
urn mindestens 30%, bevorzugt mindestens 50%, besonders bevorzugt uni mindestens 
35 70%, ganz besonders bevorzugt um mindestens 80% oder gar nicht mehr an die ver- 
anderten Nukieinsauren und/oder Genprodukte im Vergieich zum Ausgangsgenprodukt 
oder den Ausgangsnukleinsauren binden. 

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft deshalb eine transgene Pflanze, welche 
40 mit einer Nukleinsauresequenz, welche fur ein Genprodukt kodiert, das eine veranderte 
biologische Aktivitat aufweist, oder mit einer Nukleinsauresequenz codierend fOr eine 
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MSM oder VMSM -Variante transformiert wurde. Verfahren zur Transformation sind 
dem Fachmann bekannt und beispielhaft weiter oben ausgefOhrt. 

Genetlsch verSnderten transgene Pflanzen, die gegen die nach den erfindungsgema- 
5 fien Verfahren gefundenen Substanzen und/oder Mittel enthaltend diese Substanzen 
resistent sind, konnen auch durch Transformation gefolgt von Oberexpression einer 
erfindungsgemaften Nukleinsauresequenz erzeugt werden. Deshalb ist ein weiterer 
Erfindungsgegenstand ein Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, die gegen 
Substanzen, die nach einem erfindungsgemaBen Verfahren gefunden wurden, resis- 
1 0 tent sind. dadurch gekennzeichnet, daB in diesen Pflanzen erfindungsgema&e Nuk- 
leinsauren codierend fOr eine MSM oder VMSM Oberexprimiert werden. Ein ahnliches 
Verfahren wird beispielhaft in Lermantova et al., Plant Physiol., 122, 2000: 75 - 83 be- 
schrieben. 



Die oben beschriebenen erfindungsgemaften Verfahren zur Erzeugung resistenter 
Pflanz^o^TGnpglichen die Entwicklung neuer Herbizide, die eine moglichst umfassende 
/*' * Pflanze*isp#zies unabhangige Wirkung. ayfweisen (sog. TotaiherbizidS), in Komblftatiorr ~& c ^ > 
. mit der Entvyicklung vprt gegetiOber dem Totalherbizid resistenten Nutzpflanzen. Ge*: ; ^- / 

gendbe^Tptalherbizidp^resistente Nutz;pflanzen.sind bereits verschiedentiich be^ki*:^ 
- 2Q ; . schrieben worde'nJOabei Kp^ mehrere Prinzipien zur Erzieliing einer Resistenz v - / r * 
unterschieden werden: 

-feri *,: a) Resistenzerzeugung, in einer Pflanze Qber Mutationsverfahren oder gentechnk / : v 
sche Verfahren, indem das als Zielort fur das Herbizid dienende Protein detitlich 
25 Qberproduziert wird und indem auf Grund des groften Oberschusses des als 

'ZJelortfur das Herbizid dienende Protein, die von diesem Protein in der Zeltefc.: - 
rausgeubte Funktion auch nach Applikation des Herbizides beibehalten wird. 



b) Veranderung der Pflanze dahingehend, daft eine modifizierte Version des als. 
30 Zielort des Herbizid fungierenden Proteins eingefuhrt wird und daB das neu ein- 

gefQhrte modifizierte Protein vom Herbizid nicht in seiner Funktion beeintrachtigt 
wird. 



c) Veranderung der Pflanze dahingehend, daft ein neues Protein/ eine heue RNA 
35 eingefQhrt wird welches dadurch gekennzeichnet ist, daft die fQr die herbizide 

Wirkung der niedermolekularen Substanz verantwortliche chemische Struktur des 
Proteins oder der Nukleinsaure wie der RNA oder der DNA so verandert wird, 
daft durch die veranderte Struktur keine herbizide Wirkung mehr entfaltet werden 
kann, daft heiftt die Interaktion des Herbizids mit dem Zielort nicht mehr erfolgen 
40 kann. 
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d) das die Funktion des Targets durch ein neues in die Pflanze eingebrachtes Gen 
ersetzt wird, und so ein sogenannter "alternativer Pathway" geschaffen wird. 

e) Das die Funktion des Targets durch ein anderes in der Pflanze vorhandenes Gen 
bzw. dessen Genprodukt Obernommen wird. 

Dem Fachmann sind aiternative Verfahren zur Identifizierung von den homologen Nuk- 
leinsauren beispieisweise in anderen Pflanzen mit ahnlichen Sequenzen wie bei- 
spielsweise unter Verwendung von Transposons. bekannt Gegenstand dieser Erfin- 
dung ist daher auch die Verwendung von alternativen Insertionsmutagenesever-fahren 
zur Insertion von fremder Nukleinsauren in die erfindungsgemaSen Nukleinsaurese- 
quenzen in anderen Pflanzen. 

Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt mit einer der oben beschrieben Aus- 
fphrungsformen der erfindungsgemalXen Expressionskassette nach ebenfalls oben 
beschriebenen g§ngigen Transformationsrnethoden..: : . 

t^Pfe-iWirHsarnkeit der Expression der transgen : exprimterten MSMi-Yariante kann -bei- . 
>;§piels^feis.et;in vitro durclr'Sproftmeristeravermehra einen Kaimungstest 

• ■• errfiittelt: Werden. '>-':.: " *•*• jrjiv"'^.'*-7j?. ■ 

vZyde^kann eine in Art und H5he verandeite Expression des MSM Gens und deren 
j'-Auswjr^Mng ;auf die Resistenz gegenuber Hemmstoffen der M$Ktoder VMSM an Test- ; 
pflanzen in Gewachshausversuchen gete'stet werden. ' 

Die Erfindung wird durch die nachstehendeh Beispiele weiter veranschaulicht, die nicht 
als beschrSnkend aufgefalit werden sollten. 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschaulicht, die nicht 
als beschrankend aufgefalit werden sollten. 

Allgemeine DNA-Manipulations- und Klonierungsverfahren 

Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Gelelektrophorese, 
Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und 
Nylon Membranen, Verknupfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia 
coli Zellen, Anzucht von Bakterien und Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden 
wie bei Sambrook et al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969- 
309-6) und Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience (1994); ISBN 0-87969-309-6 beschrieben 
durchgefOhrt 
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Pflanzenmolekularbiologische Standardverfahren sowie Pflanzentransformationsver- 
fahren sind beschrieben in Schultz et al., Plant Molecular Biology Manual, Wuwer Aca- 
demic Publishers (1998), Reither et al., Methods in Arabidopsis Research, World 
svcientific press (1992) und Arabidopsis: A Laboratory Manual (2001), ISBN 0-87969- 
5 573-0. 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli DH5a, XL-1 blue, BL21DE(3)) 
wurden von Stratagene, BRL Gibco Oder Invitrogen, Carlsberg, CA bezogen. Zur Klo- 
nierung wurden die Vektoren pCR T7CT TOPO, pCR T7/NT TOPO und pCR 2.1 TO- 
1 0 PO der Firma Invitrogen und pUC 1 9 der Firma Amersham Pharmacia (Freiburg) und 
der Vektor pBinAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66, 1990, 221-230) verwen- 
det 



Beispiel 1: Erzeugung einer cDNA-Bibliothek im Pfianzentransformationsvektor 

Zii&£rzeugung einer cDNA-Bibliothek (im. folgenden "blnare cDNA-Bank" ge.na.nnt) in , ,= 
einerOiVektor, de.r,direkt fOr die Transformation von Pflanzen veiwendet werderj kann./o -r^r- ; . 
• w ^."5^^-y^9^^onM^^.e^ben isoliert und.mit dem Tme^^^u^^u^--, 
c D^§Y£#es£^^ F fe'burg).;in^oppelstrangige.c.B^ 
; . 20 umgeschrieben. Die cpNA^Eretetrangsyjitjnese-wurde m|t Ti^a Ojigonucleotiden nach Z 
Herstellerangaben durchgefOhrt. Nach GrpSenfraktionierung und Ligation von EcoRI- 
Notl-AdaptenF|-.nach Herstellerangabej^uij.d Auffullen der Oberhange mit Pfu DNAPo- . 
; lymefase-(Sftatagene.) wurde die cD^^ppulation nornialisiert Hierzu wurde^dieMe-^;;, •. . . ■:?>. 

thode nach Kohci et al, 1995, Plant Journal 8, 771-776 vorgegangen, wobehdie cDNA " 
25 durch PCR mit dem Oligonukleotid N1 unter den in Tabelle 1 aufgefOhrten Bedingun- 
genarnplifiziertwurde. ' > 

t . Tabelle 1 



Temperatur [°C] 


Zeit [sec] 


Zyklennummer 


94 


300 


1 


94 


8 


10 


52 


60 




72 


180 




94 


8 


10 


50 


60 




72 


180 




94 


8 


10 


48 


60 




72 


180 




72 


420 


1 
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Das erhaltene PCR-Produkt wurde an die Saulenmatrix des PCR-Puriflcation Kits 
(Qiagen, Hilden) gebunden und mit 300 mM NaP-Puffer, pH 7.0, 0.5 mM EDTA, 0.04% 
SDS eluiert. Die DNA wurde 5 Minuten im kochenden Wasserbad denaturiert und an- 
5 schlieBend 24 Stunden bei 60°C renaturierL 50jjI der DNA wurden auf eine Hydroxyla- 
pathitsSule aufgetragen und diese 3 Mai mit 1 ml 10 mM NaP-Puffer, pH 6.8 gewa- 
schen. Die gebundene Einzelstrang-DNA wurde mit 130 mM NaP-Puffer, pH 6.8 elu- . 
iert, mit Ethanol gefallt und in 40|j| Wasser gelost Hiervon wurden 20pl fur eine weitere 
PCR-Amplifikation wie oben beschrieben verwendet. Nach einer weiteren Anreiche- 
10 rung von ssDNA wurde eine dritte PCR-Amplifikation wie oben beschrieben durchge- 
fuhrt 



Die Herstellung des Pflanzentransformationsvektors zur Aufnahme der wie oben be- 
schrieben hergestellten cDNA-Population erfolgte uber Restriktionsenzym-Verdau des 
Vektor pUC18 mit Sbfl und BaraHl, Reinigung des Vektorfragment gefolgt von Auffullen 
der Oberhange mit Pfu DNA Polymerase und Religation mit T4 DNA Ligase (Stratage- 
;.u;r: : . Lvr:D.e),.Das so hergestellte Konstrukt VWrd im folgjenden^als pUC18Sbfl- bezeichnet 

;f&&t0*f?Q&y^ zunSc|}sf^tt1toti?g^^Iferi; riaeh Aufrullervder Enden reli- : 

:r^20 ^hgi0.r^nfllt:Sbfl gespalten, nach AuffOlter* cterEriden religiert und im Anschluli mit EcoRI 

° ojnd tfindlll gespalten. Das resultierende Fragment wurde in ein Derivaf des binaren 
: Pflanzentransformationsvektors pPZR(Hajdukiewicz,P, Svab; Z,Maliga} (1994) 

'Aeisfcfr iPlsnt Mq{ Biol 25:989-994) Iigiert, der eine Transformation von Pflanze.n: mitt$Is Agro^ 

* bakterium ermoglich und eine KanamycinresiStenz in trarisgenen Pflahzen vermittelt, 

* 25 Iigiert. Das hierbei erzeugte Konstrukt wird im folgenden als pSun12/35S bezeichnet. 

. ; pUC1 8Sbfl- wurde als Template fOr eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit den 
Oligonucieotiden V1 und V2 (siehe Tabelle 2) und Pfu DNA Polymerase eingesetzt. 
Das resultierende Fragment wurde in den mit Smal gespalten pSun12/35S Iigiert, wo- 
durch pSunblues2 erzeugt wurde. Nach Spaltung mit Notl, Dephosphorylierung mit 
Shrimp Alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim) und Aufreinigung des 
Vektorfragmentes wurde pSunblues2 mit der nonrhalisierten und ebenfalls mit Notl ge- 
spaltenen cDNA Population Iigiert. Nach Transformation in E.coli XMbiue (Stratagene) 
wurden die so erzeugte Klone in Mikrotiterplatten abgelegt. Die binare cDNA-Bank ent- 
h§lt cDNAs in "Sense"- und in n Antisense n -Orientierung unter Kontrolle des Blumen- 
kohlmosaikvirus 35s Promoters, die dementsprechend nach der Transformation in Ta- 
bakpflanzen zu "Cosuppressions"- und "Antisene n -Effekten fuhren konnen. 




30 



35 



40 



Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide 



Oligonukleotid 


Nukleinsauresequenz 


N1 


5'-AGAATTCGCGGCCGCT-3* (SEQ ID NO: 1 1 ) 
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V1 (PWL93not) 


5-CTCATGCGGCCGCGCGCAACGCAATTAATGTG-3' (SEQ ID 
NO: 12) 


V2 (pWL92) 


5'-TCATGCGGCCGCGAGATCCAGTTCGATGTAAC-3' (SEQ ID 
NO: 13) 


G1 (35S) 


5-GTGGATTGATGTGATATCTCC-3' (SEQ ID NO:14) 


G2(OCS) 


5'-GTAAGGATCTGAGCTACACAT-3' (SEQ ID NO:15) 



Beipiel 2: Transformation und Analyse von Tabakpfianzen 



AusgewShlte Klone der binaren cDNA-Bank wurden in Agrobacterium tumefaciens 
" 5 C58C1:pGV2260 transformiert (Deblaere et al. a NucL Acids. Res. 13(1984), 4777- 

4788) und unter Streptomycin/Spectinomycin-Selektion inkubierL Zur Transfonmation 
von Tabakpfianzen (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) mit dem binaren Kioh 

• NT006075002r wurde eine in YEB-Medium auf OD600 = 0.8-1 .6 verdQnnte Obernacht- 
.: > . kultur einer positiv transformierten Agrobakterienkolonie benutzt. 1 Eilattscheibfcn steriler 
TS^xC Pf\a6zBn (zU\e ca. 1 cm 2 ) wurden in einer Petrischale mitder AgroSaWerienWrdQh- • 1 : 
~$V<^ inkiibiertf folgte eine 2-tagfcje Inkubation fff^ ,v " 

^^^iS^M^a^lg&'Skoog Medium (Physiol. Plant. 15(1962), 473) rflit ^/o Saf&harose 

KultivierUWg wurde nach 2^pE^ ^ 
'^ '^ Stunden ^ lind fri wOchen^ - 

15 , ^^/MS-Medium mit 500mg/l Claforan (Cefotaxime-Natrium), 50mg/l Kanamycin, lmg/1 
'sVV'S&i^ 1,6g/IGluk6£e*w^ 

2°/o Saccharose f l[5Cf : ffig/f'CI^6nSn 
" unci 0,8 % Bacto-Agar uberfQhrti Regenerierte Sprosseh wurden auf 2lsifS^edium mit 
Kanamycin und Claforan erhalten. Auf diese Weise wurden transgene Pflanzen der 
20 Linie E_0'000018240 erzeugt. 




Nach Transfer der Sprosse in Erde wurden die Pflanzen fQr 1-20 Wochen im Ge- 
wachshaus auf die Auspragung von PhSnotypen beobachtet. Dabei stellte sich heraus, 



dass transgene Pflanzen der Linie E_0000018240 ahnliche Ph§notypen aufwiesen. 
25 Diese Pflanzen bleiben im Wachstum stark hinter Vergleichspflanzen zurQck, weisen 
ausgeprSgte Blattchlorosen und -nekrosen auf und sterben zum Teil innerhalb weniger 
Tage. 

Die Integration der cDNA der Klone in das Genom der transgenen Linien wurde Qber 
30 PCR mit den Oligonukleotiden G1 und G2 (siehe Tabelle 1 im Beispiel 1) und genomi- 
scher DNA der entsprechenden transgenen Linien nachgewiesen. Hierzu wurde vor- 
zugsweise TAKARA Taq-DNA Polymerase nach Herstellerangaben (MoBiTec, Gottin- 
gen) eingestzt Als Positivkontrolle diente der jeweils zur Transformation verwendete 
cDNA-Klon der binaren cDNA-Bank als Template fur eine PCR-Reaktion. PCR Produk- 
35 te identischer Grolie oder ggf. gleicher Spaltungsmuster, die nach Spaltung mit ver- 
schiedenen Restriktionsenzymen erhalten wurden, dienten als Nachweis der Integrate 
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on der entsprechenden cDNA Das Insert des Klones NT006075002r wurde auf diese 
Weise in den transgenen Pflanzen mit den oben genannten Phanotypen nachgewie- 
sen. 

Beispiel 3 Sequenzanalyse des Klone 

Das cDNA-Insert des Klons NT006075002r, dessen Transformation in Tabakpflanzen 
zu den oben genannten PhSnotypen fQhrte wurde sequenziert. 

Die cDNA von NT006075002r (SEQ ID NO:9) weist eine Lange von 910 bp auf und 
entha.lt ein offenes Leseraster von 600 bp, welches fOr ein Polypeptid von 200 Amino- 
sauren (SEQ ID NO:10) codiert. Ober SEQ ID NO: 9 konnte der korrespondierende 
Vollangenklon identifizlert werden (SEQ ID NO: 1 ; Genbank Acc. Nr. X94968). 

SEQ ID NO: 1 weist darOber hlnaus signifikate Identitat zu „apg1" aus Arabidopsis tha- 
liana (SEQ ID NO:3), so dass von einer gleichen Funktion der codierten Proteine aus- 
gegangen werden kann. -.. .• ■ v ' - : .-■ .■ 

..NTpQ6Q75002r ist somtt.€^:pj|rtfe«e^3cDJ^I^n der fiir den G^termjnalen Tell ein^-. , 
Eflzyms aus Tabak codiert,- dass horholqg zu 2-MethyL^-Solahylbenzqchinpn- 
Methyltrarisferase aus Arabidopsis. thaliana ist. 

. Hiermit wurde erstmalig und 

Solanylbenzochinon-Methyltransferase essentiell fOr Pflanzen ist und das bereits eirte; 
gering verringerte Expression zu den oben genannten Schadigungen fQhrt 

Beispiel 4: Expression in E.coli 

Zum Nachweis der MSBQ-MT-Enzymaktivitat des von SEQ ID NO:1 codierten Enzyms 
sowie zur Erzeugung von ausreichender 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon- 
Methyltransferase Enzymaktivit§t fOr HTS-Anwendungen wurden Fragmente der 2- 
Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase cDNAs von SEQ ID NO:1und SEQ ID 
NO: 3 mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und Expressionsvektoren 
kloniert. Hierzu wurden cDNAs und cDNA-Bibliotheken von Nicotiana tabacum bzw. 
Arabidopsis thaliana als Template fOr PCR mit Pfu bzw. Pfu-ultra Polymerase (Strata- 
gene, Heidelberg, Deutschland) eingesetzt. Tabelle 1 gibt Auskunft Ober die verwende- 
ten Oligonukleotide und die damit erzeugten Fragmente. Die erhaltenen cDNA- 
Fragmente wurden in pCRT7/CT TOPO TA Vectoren kloniert (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) und zur OberprOfung auf gewOnschte Sequenzidentitat sequenziert. Die 
erhaltenen Expressionsplasmide wurden in E.coli BL-21(DE3)RIL (Stratagene) Stam- 
me transformiert. Die transformierten Stamme wurden Ober Nacht unter SchOttlen in 
flOssigem LB-Medium mit 100ug/ml Ampicillin und 50pg/ml Chloramphenicol bei 37°C 
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kultiviert. GroSvolumige Tageskulturen wurden auf OD600 = 0,1 angeimpft und kulti- 
viert, bis eine OD600 von 0,4-0,7 erreicht wurde. Zu diesem Zeitpunkt wurde mit 1 mM 
IPTG indua'ert und die Kulturen wurden weitere 2,5 Stunden kultiviert. Die Analyse von 
Zeilextrakten der Expressionskulturen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
zeigte, dass insbesondere die 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase in 
voller Lange nur in geringer Menge exprimiert werden kann, jedoch die N-und C- 
terminal verkurzten Formen in deutlich hSherer Menge exprimiert wurden. 
Besonders vorteilhaft ist die Abspaltung der C-terminal vorhergesagten Trans- 
membran-Domanen. 



Ober die fusionierten His-tags ist eine Aufreinigung Ober Metallchelat-Matrices, wie z.B. 
Hi-Trap-Saulen (Pharmacia, Uppsala, Schweden) moglich. 





Primer 


C-terminus 


N-Terminus 


No 


5' (N-terminal) 


3' (C-terminal) 






Hit 1 


ATGGCCTCTTT- 
GATGCTCAACG (SEQ ID 

|^Q;16> i • 


GATGGGTTGGTCTTTGG 
GAAGG'tSEQ ID NO: 17) ;: 


r+His-Tag 


Vblle Lange 


K2* 


.- • v.— .-..,-.. , J 
' • ; • ■ 

CCTCTTGTCAACTTGGT 
GGATC (SEG ID.NO:18) 


GGGGTTTACAATGATA- 
CAATGATC (SEQ ID 
NO:19) \ : [ 


-His-fa| 


Voile. Lange 


K3* 


atgagcag^ : - 
cagcgtgtcg (seq id 

NO:20) 


GCGTCCCAAGAAGGA- 
GAAGG (SEQ ID NO:21) . 


-31 AS 
+His-Tag 


.... 

-51 AS 


K4*- 


ATGTGCAGCAGCAG- 
GAGC (SEQ ID NO:22) 


GCGTCCCAAGAAGGA- 
GAAGG (SEQ ID NO:23) 


-31 AS 
+His-Tag 


-49 AS 


K5* 


ATGTGCAGCAGCAG- 
CAGC (SEQ ID NO:24) 


TCAGCGTCCCAAGAAG- 
GAG (SEQ ID NO:25) 


-31 AS 


-49 AS 


K6* 


ATGAGCAG- 
CAGCGTGTCG (SEQ ID 
NO:26) - 


TCA- 

GATGGGTTGGTCTTTGG 
(SEQ ID NO:27) 


Voile Lange 


(-51 AS) ab 
Serin 


K7* 


ATGAGCAG- 
CAGCGTGTCG (SEQ ID 
NO:28) 


GATGGGTTGGTCTTTGG 
GA (SEQ ID NO:29) 


Voile Lange 
+His-Tag 


(-51 AS) ab 
Serin 


K8* 


ATGTGCAGCAGCAG- 
CAGC (SEQ ID NO:30) 


GATGGGTTGGTCTTTGG 
GA(SEQIDNO:31) | 


Voile Lange 
+His-Tag 


-49 AS 


K9* 


ATGAGCAG- 
CAGCGTGTCG (SEQ ID 
NO:32) 


TCAGCGTCCCAAGAAG- 
GAG (SEQ ID NO:33) 


-31 AS 


(-51 AS) ab 
Serin 


K10 


^TGTGCAGCAGCAG- 


GAAGGATCA- 


Voile Lange 


-49 AS 
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** 


CAGC (SEQ!DNO:34) 


GATGGGTTGGTC (SEQ 
ID NO:35) 







*) Template: cDNA Bibiliothek aus Arabidopsis 

**) Template cDNA Bibiliothek aus Nicotiana tabaccum 

***) AS = AminosSure 



Beispiel 5: in vitro Testsysteme 

2-Methyl-6-Solanylbenzochinor>Methyltransferase -Aktivitat von in E. coli exprimierter 
und ggf. aufgereinigter 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyftransferase aus Beispiel 
4 kann unter Verwendung von radioaktiv markiertem S-Adenosylmethionin und Nach- 
weis Qber DOnnschicht-Chromoatographie wie beschrieben gemessen werden (analog 
Peddibhotla et al. 2003 Tetrahedron Letters 44, pp. 237-239), wobei folgende Substra-. 
te ^ingesetzt werden konnen: 2-M^thyl-6-Solanyl-Benzochinol, 2-Methyl-6-Phytyl- 
B.enzochinol, 2-Methy-6-G.eranylger3nyl-Benzochinol sowie 2-Methyl-Benzochinol De- 
rivate mit verkQrzter PrenyiketteiFr ijef 6-Position, j"» " 
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PatentansprOche 

1 . Verwendung von 2-MethyI-6^olanylbenzochinon-Methyltransferase in einem 
Verfahren zur Identifizierung von Herbiziden. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 2-Methyl-6- 
Solanylbenzochinon-Methyltransf erase von einer Nukleinsauresequenz kodiert 
wird, umfassend 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 oder in SEQ ID NO:3 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch RGckubersetzung aus der in SEQ ID NO:2 oder in SEQ 
ID NO: 4 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 

™ V - ei P funktionelles Aquivalent der NuWeinsaure.s$qujeo.z ; SBQ ID NO:3,. das ;. .• 
•• . ;.::itl'.;.\.Sich durch RQckubersetzwng einer Aminosauresequenz, die eine Idehtitat ,, 
mit der SEQ ID NO:4 von mlndestens 59% aufweist, ableiten lalit 

3. Verwendung gemSB Anspruch 2,'dadurch gekennzeichnet, dass die AminosSu- 
•v f^equen? der 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltran3ferase, welche vqn. 

. einer Nukleinsauresequenz kodiert wird, umfassend , v 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 oder in SEQ ID NO:3 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder - 

ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch ROckObersetzung aus der in SEQ ID NO:2 oder in SEQ 
ID NO: 4 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 

Hi) ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3, das 
iv) sich durch RQckObersetzung einer Aminosauresequenz, die eine Identitat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten lalit;. 

um mindestens 20 Aminosauren am C-terminus und urn mindestens 20 Amino- 
sauren am N-terminus verkurzt ist 

4. Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Aminosauresequenz der verkOrzten 2-Methyl-6-So!anylbenzochinon- 
Methyltransferase durch eine Nukleinsauresequenz kodiert wird, enthaltend 
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i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:5 oder in SEQ ID NO:7 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch ROckQbersetzung aus der in SEQ ID NO:6 oder in SEQ 
ID NO: 8 dargestellten Aminosauresequenz ableiten ISsst. 

5. Nukleinsauresequenzen kodierend fur ein Poiypeptid mit der Aktivitat einer 2- 
Methyl-6-SolanyIbenzochinon-Methyltransferase umfassend 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:5 oder in SEQ ID NO:7 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 



if) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
v> schen Codes durch RQckObersetzung aus der in SEQ ID NO:6 oder irvSEQ 
ID NO: 8 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 

iii) SEQJD .N.O:;.1 ,?§EQ ID NO: 3 oder ein funktionelles Aquiyalent der Nuk- ■ u-;. :\ 
ieij^saur^sequpnzSEQ ID NO:3, dasi sich durch RQckObersetzung einer :-0v. .:<ur> 
20* v Aminos;aureseqi^nz, die eine Identitat mit der SEQ ID NO:4 yon mindes- « 

tens 59% autweist, ableiten laftt, und urn mindestens 20 Amlnosauren am 
CTterminus und urn mind^ens:i2P;if^inosduren am N^terminus verkOrzt r • vo ; : 
. •v*:^.t>: isti ..-;:vJ... ... ^ — . . : . ^.'ry--N*ii*w- - V- :% .*..*•*;.. .^vivif: ' : - 

25 6. Poiypeptid mit der Aktivitat einer 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon- " 
/ .• .//-v.. M'ethyltransferase kodiert von einem NukleinsauremolekOI nach Anspruch 5. : : 

.6. Expressionskassette umfassend 

"30 a) genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Verknupfurig mit einer Nuk- 

leinsauresequenz gemafi Anspruch 5; oder 

b) zusatzliche Funktionselemente; oder 

35 c) eine Kombination aus a) und b). 

8. Vektor umfassend eine Expressionskassette nach Anspruch 7. 

9. Nicht humaner, transgener Organismus umfassend mindestens eine Nukleinsau- 
40 resequenz gemali Anspruch 5, eine Expressionskassette gemali Anspruch 7 o- 

der einen Vektor gemali Anspruch 8 ausgewahlt aus Bakterien, Hefen, Pilzen, 
tierischen oder pflanzlichen Zellen. 
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1 0. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen mit herblzider Wirkung umfassend 
die folgenden Schritte: 

i. Inkontaktbringen eines Polypeptid mit der Aktivitat einer 2-Methyl-6- 
Solanylbenzochinon-Methyltransferase mit einer Oder mehreren Testver- 
bindungen unter Bedingungen, welche die Bindung der Testverbindung(en) 
an das Polypeptid mit der Aktivitat einer 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon- 
Methyltransferase erlauben; und 

ii. Nachweis, ob die Testverbindung an das Polypeptid mit der Aktivitat einer 
2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase bindet; Oder 

iii. Nachweis, ob die Testverbindung die Aktivitat des Polypeptides mit der Ak- 
tivitat einer 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-MethyItransferase aus i) redu- 
ziert Oder blockiert; oder \ \/- 

:^t-iiyiy, Nachweis, ob die Xestvert>indunaJd(e^ 
. J,. ;u\k .pression des Polypeptides mit der Aktiyit^ T 
W&y$%*S r SolanylbenzoohinonrMethyltransferase aus t)Teduziert bderblockiert;. 

•1(4 v,. y^rfahren nach Anspruch 10 dadurch gek^nnzeichnet, dass das Polypeptid mit x" 
?V; ^iV steF Aktivitat einer 2-Methyl-6-Solanylbehzochinon-Methyltransferase durfch eine 
Nukleinsauresequenz kodiert wird, umfassend 

. eine Nukleinsauresequenz rnit der in SEQ ID NO:5 oder in SEQ ID NO:7 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 

, schen Codes durch ROckObersetzung aus der in SEQ ID NO:6 oder in SEQ 
ID NO: 8 dargestellten AminosSuresequenz ableiten lasst; oder 

iii) SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 3 oder ein ftinktionelles Aquivalent der Nuk- 
leinsauresequenz SEQ ID NO:3, das sich durch ROckObersetzung einer 
Aminosauresequenz, die eine Identitat mit der SEQ ID NO:4 von mindes- 
tens 59% aufweist, ableiten laftt, und um mindestens 20 Aminosauren am 
Oterminus und um mindestens 20 Aminosauren am N-terminus verkOrzt 
ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaurese- 
quenz der 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase, welche von einer 
Nukleinsauresequenz kodiert wird, umfassend 
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i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 Oder in SEQ ID NO:3 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

5 ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 

schen Codes durch RQckQbersetzung aus der in SEQ ID NO:2 oder in SEQ 
ID NO: 4 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; oder 

iii) ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3, das 
10 sich durch RQckQbersetzung einelr Aminosauresequenz, die eine Identitat 

mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten ISBt; 



um mindestens 20 Aminosauren am C-terminus und urn mindestens 20 
Aminosauren am N-terminus verkurzt ist 



5 



13. 4 Verfahren nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, dass die 2-MethyI-6- 
-•:.!.. , w Solanylbenzochinon-Methyltransferase von einer Nukleinsauresequenz kodiert 
• wird, umfassehd >v ~ l ' %: .*& r * v^ : ** V: " " " V* : . 

2&.:w : r . 0 ■ eine NuWeirisauresequeni mittler irf SEQ JD NO.b oder in SEQ ID NO:7 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

It) eine Nukte1ns§uresequen2£ftie sTch aufgrund des degeneriettefi geneti- 

schen Codes durch RQckQbersetzung aus derfrr SEQ 101^0:6 cider in SEQ 
25 ID NO: 8 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst. 

14. Verfahren nach Anspruch 10, ft, 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Testverbindung seiektiert wird, welche die Aktivitat der 2-Methyf-6- 
Solanylbenzochinon-Methyltransferase reduziert oder blockiert. 

30 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass 

i. 2-Methyl-6«Solanylbenzochinon-Methyltransferase entweder in einem 
transgenen Organismus exprimiert wird oder ein Organismus, der natur- 
35 gemaB 2-Methyl-6-Soianylbenzochinon-Methyltransferase enthalt, kultiviert 

wird; 



ii. 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-MethyItransferase aus Schritt i) im Zellauf- 
schluss des transgenen bzw. nicht transgenen Organismus, in partiell ge- 
reinigter Form oder in zur Homogenitat gereinigten Form mit einer Testver- 
bindung in Kontakt gebracht wird; und 
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Hi. eine Testverbindung selektiert wird, welche die Aktivitat der 2-Methyl-6~ 
Solanylbenzochinon-Methyltransferase aus Schritt ii) reduziert oder blo 
ckierL 

16. Verfahren nach Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet, dass es die folgende 
Schritte umfasst: 

i. Herstellung eines transgenen Organismus enthaltend mindestens eine 
Nukleinsauresequenz codierend fOr 2-MethyI-6-SoIanylbenzochinon- 
Methyltransferase, in welchem 2-Methyl-6-SolanyIbenzochinon- 
Methyltransferase Qberexprimiert wird; 

ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf den transgenen Organismus nach i) und 
auf einen nicht-transgenen Organismus des gleichen Genotyps; und 

: Hi.. , Bestimmen des Wachstums oder der Oberlebensfahigkeit des transgenerv 
? a s v ; urjd des nicht transgenen Organismus nach der Aufbringung der Testsub- 

■•4^^/".r : r>'.stanz;*.und' : * ^i^^A:^" 

'->** Selektion yon Testsubstapzen, die ein vermindertes WachstuiwbdSr.eitie 

. eingeschrSnkte Oberlebensfahigkeit des nicht-transgenen Organismus be- 
^r->F-.p ' wirkeh verglichen mit d^m Wachstum des transgenen Organism!©; > >7 > : « ; 1 ' * 

17. Verfahren zur Identifizierung von Substanzen mit wachstumsregulatorischer Wir- 
kung, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgende Schritte umfasst 

- 

i. Herstellung einer transgenen Pflanze enthaltend eine Nukleinsauresequenz 
kodierehd fQr 2-Methylr6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase, in welcher 
2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase wird; 

ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze nach i) und auf 
eine nicht-transgene Pflanze der gleichen Sorte; 

iii. Bestimmen des Wachstums oder der Oberlebensfahigkeit der transgenen 
und der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbringen der Testsubstanz; 
und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum der nicht- 
transgenen Pflanze bewirken verglichen mit dem Wachstum der transge- 
nen Pflanze. 
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18. Verfahren nach einerri der AnsprQche 10 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Identifizierung der Substanzen in einem High-Throughput-Screening durchge- 
fQhrt wird. 

19. Trager, der eines oder mehrere der NukleinsauremoIekQIe nach Anspruch 5, 
Oder eine oder mehrere Expressionskassetten nach Anspruch 7, einen oder 
mehrere Vektoren nach Anspruch 8, einen oder mehrere Organismen nach An- 
spruch 9 oder eines oder mehrere (Poly)peptide nach Anspruch 6 aufweist. 

20. Verfahren nach einem der AnsprQche 10 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Identifizierung der Substanzen in einem High-Throughput-Screening durchge- 
fQhrt wird unter Verwendung eines Tr§gers gemafi Anspruch 19. 

21 . Verbindungen mit herbizider Wirkung identifiziert uber eines der Verfahren nach 
einem der AnsprQche 1 0 bis 1 6, 1 8 und 20. 

. 22, Verbindungen mit wachstumsregulatorischer Wirkung identifiziert uber das Ver- 
fahren nach Anspruch 17, 1S ode> 20. ^ - ^ 

23. ; . Verfahren zur Herstellung einir aQroctieniisGhen Zusamnrierisetzurig, dadurch 

gekennzeichnet dass man 

: - - a) eine Verbindung mit herbizider Wirkung nach Anspruch 21 oder ^ine Vep 
bindung mit wachstumsregulatorischer Wirkung nach Anspruch 22 identifi- 
ziert; und 

b) diese Verbindung zusammen mit geeijgneten Hilfsmitteln zu Pflanzen- 

schutzmitteln mit herbizider oder wachstumsregulatorischer Wirkung formu- 
liert. 

24. Verfahren zur Bekampfung von unerwQnschtem Pflanzenwuchs und/oder zur 
Regulation des Wachstums von Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, daft man 
mindestens ein Verbindung gem§B Anspruch 21 oder 22 oder eine agrochemi- 
sche Zusammensetzung enthaltend eine Verbindung gemaft Anspruch 21 oder 
22 auf Pflanzen, deren Lebensraum und/oder auf Samen einwirken laftt. 

25. Verfahren zur Erzeugung von NukleinsaureseqQenzen, welche fQr 2-Methyl-6- 
Solanylbenzochinon-Methyltransferase kodieren, die durch Substanzen nach An- 
spruch 21 oder 22 nicht inhibiert werden, wobei die Nukleinsauresequenz 
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i) ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3, das 
sich durch RUckObersetzung einer Aminosauresequenz, die eine Identitat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten laBt; oder 

ii) ein funktionelles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3, das 
sich durch RGckubersetzung einer Aminosauresequenz, die eine Identitat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten Ialit, und urn 
mindestens 20 Aminosauren am C-terminus und urn mindestens 20 Ami- 
nosauren am N-terminus verkQrzt ist; 

umfasst dadurch gekennzeichnet, daft es folgende Prozessschritte umfaftt 

a) Expression des von der Nukleinsauresequenz gemSft i) kodierten Proteins 
in einem heterologen System oder in einem zellfreien System; 




: b> randomisierte oder gerichtete Mutagenese des Proteins durch Modification 

; . ...i&y der Nukleinsaure; :.V-- ^^v-:^: -':rA\ v- V. 

s^V{^^^Q^:^M6MUng der Interaktion des veranderten Genprodukts mitdem Herblzid; 

. ._d) Identifizierung vori Derivatendes Proteins die eine geringere Interaktion 
v aufweiseri; 1 ■ ■ 

e) Testung der biologischen Aktivitat des Proteins nach Applikation des Herbi- 
25 zides; und 

f) ; Auswahl der NukleinsSuresequenzen, die eine veranderte biologische Akti- 
vitat gegenOber dem Herbizid aufweisen. 

30 26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft die gemaft Anspruch 
25 f) ausgewahlten Sequenzen in einen Organismus eingebracht werden. 



27. Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, die gegen Substanzen nach An- 
spruch 20 resistent sind, dadurch gekennzeichnet, daft in diesen Pflanzen min- 
35 destens eine Nukleinsauresequenz, welche fQr 2-MethyI-6-Solanylbenzochinon- 

Methyltransferase codiert, uberexprimiert wird, wobei die Nukleinsauresequenz 

i) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:1 oder in SEQ ID NO:3 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

40 
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ii) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 
schen Codes durch RQckiibersetzung aus der in SEQ ID NO:2 oder in SEQ 
ID NO: 4 dargestellten Aminosauresequenz ableiten ISsst; oder 

iii) ein funktioneiles Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:3, das 
sich durch RuckGbersetzung einer Aminosauresequenz, die eine Identitat 
mit der SEQ ID NO:4 von mindestens 59% aufweist, ableiten laRt; oder 

iv) eine Nukleinsauresequenz gemaB i), ii) oder iii), welche urn mindestens 20 
AminosSuren am C-terminus und urn mindestens 20 Aminosauren am N- 
terminus verkQrzt ist; oder 

v) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO:5 oder in SEQ ID NO:7 
dargestellten Nukleinsauresequenz; oder 

vi) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten geneti- 

. schen Codes durch. Rudaibersetzung aus der in SEQ ID NQ:6 oder in SEQ 
ID NO: 8 dargestellten Aminosauresequenz ableiten lasst; 

umfasst. Qberexprimiertwird; . .. sv 

-28. . Transgene Pflanze hergestellt nach.einem Verfahren gemaft Anspruch 27. 
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2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase als herbizides Target 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung der 2-Methyl-6-SolanyIbenzochinon- 
Methyltransferase, welche bei Nichtanwesenheit Wachstumsretardieaingen sowle 

5 chlorotische Blatter bedingt als Target fur Herbizide. In diesem Rahmen werden neue 
Nukleinsauresequenzen umfassend die SEQ ID NO:5 und SEQ ID NO: 7 sowie ent- 

' sprechende funktionelle Aquivalente bereitgestellt. Des weiteren betrifft die vorliegende 
Erfindung die Verwendung des 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase so- 
wie dessen funktioneller Aquivalente in einem Verfahren zur Identifizierung von Ver- 
1 0 bindungen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer Wirkung sowie die Verwen- 
dung dieser Qber das Verfahren identifizierten Verbindungen ais Herbizide oder 
Wachstumsregulatoren. 
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. SEQUENCE LISTING 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> 2-Methyl-6-Solanylbenzochinon-Methyltransferase als herbizides Tar 
get 

<130> 20030911 

<160> 35 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 1355 

<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 
<220> 

<221> CDS 

<222> (110) . . (1117) 

<223> 



<400> 1 . 

ctttttttt'c cgcttctrcct ccaaaatccc- atcaaaattg ataagcttct cttctgaagc' 60 

ttatcaaaac tatatgcagt aaaaaaaata acatcaaaaa tacatatcc atg get tct 118 

. Met Ala Ser 

: , . - « 

tea at a eta agt gga get gaa aat ttc aag att ctt agt ggt att tct 166 
.Ser lie Leu Ser Gly Ala .Glu Asn.Phe Lys lie Leu Ser Gly lie Ser 
5 10 " 15 

cca tea gaa tta cac att aag tgt .ttt cct caa aag ggt ctt gta aat 214 
Pro Ser Glu Leu His lie Lys Cys Phe Pro Gin Lys Gly Leu Val Asn 
20 25 30 35 

tac tea- aga att cca aat ace aaa tea aga act eta aga aca aaa tgc 262 
Tyr Ser Arg lie Pro Asn Thr Lys Ser Arg Thr Leu Arg Thr Lys Cys 
40 45 50 

agt gta tea tct tea aga cca get tea caa cca aga ttt at a caa cac 310 
Ser Val Ser- Ser Ser Arg Pro Ala Ser Gin Pro Arg Phe lie Gin His 
55 60 65 

aaa aaa gaa gca ttt tgg ttt tac aga ttc tta tct ata gta tat gac 358 
Lys Lys Glu Ala Phe Trp Phe Tyr Arg Phe Leu Ser lie Val Tyr Asp 
70 75 80 

cat gtt ata aat cca ggt cat tgg act gaa gat atg. aga gat gaa gca 406 
His Val lie Asn Pro Gly His Trp Thr Glu Asp Met Arg Asp Glu Ala 
85 90 95 

ctt gaa cca get gaa tta aac agt aga caa ttg caa gtt gtg gat gtt 45.4 
Leu Glu Pro Ala Glu Leu Asn Ser Arg Gin Leu Gin Val Val Asp Val 
100 105 110 115 

ggt ggt ggg act gga ttt act act ctt ggc att gtg aaa cat gtg gat 502 
Gly Gly Gly Thr Gly Phe Thr Thr Leu Gly lie Val Lys His Val Asp 
120 125 130 

get aag aat gtt aca att att gat caa tea cct cat caa ctt gee aag 550 
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Ala Lys Asn Val Thr lie lie Asp Gin Ser Pro His Gin Leu Ala Lys 
135 140 145 

get aga gaa aag gaa cct ttg aaa gaa tgt aag ata ttg gaa gga gat 598 
5 Ala Arg Glu Lys Glu Pro Leu Lys Glu'Cys Lys lie Leu Glu Gly Asp 
150 ~ 155 160 

get gag gat ttg cct ttt cct act gat act ttt gat aga tat gtt tct 64 6 

Ala Glu Asp Leu Pro Phe. Pro Thr Asp Thr Phe Asp Arg Tyr Val Ser 
10 165 170 175 



15 



get gga age att gag tat tgg ccc gat cca cag cgc ggt ate aag gaa 
Ala Gly Ser He Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin Arg Gly lie Lys Glu 
180 185 190 195 




35 




55 



60 



<210> 2 

<211> 335 

<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 



694 



gca tac cga gta ctg ace ata ggt ggt gtt gec tgc tta ata ggt cct 742 
Ala Tyr Arg Val Leu Thr He Gly Gly Val Ala Cys Leu He Gly Pro 
200 205 210 



20 gtg tac ccg acg ttt tgg eta tct cgt ttc ttt gca gat atg tgg atg 790 
Val Tyr Pro Thr Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ala Asp Met Trp Met 
215 220 225 

...etc ttt cca aaa gaa gaa gaa tat ata gaa tgg ttc aaa aaa get ggt 838 
25 c Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr He. Glu Trp Phe Lys Lys Ala Gly. 

V-.r 230 235 "'24.0 . . V" . 



.ttc. get. caa;. gtt aaa etc aag agg att.ggc cca aaa tgg tat cgt ggt 886- 
'/.Phe Ala. Gin Val Lys Leu Lys Arg -He Gly Pro Lys Trp Tyr Arg Gly 
30 245 250. 255 



gtc cgt cgc cat ggc ttg ate atg' ggt tgt tct gtg act ggt gtc aag 934 
■Val Arg Arg -His -Gly Leu He Met. Gly Cys Ser Val Thr Gly Val -Lys 
260 265 270 275 

cca tat ttt :ggg gaa tct ccg ttg cag etc ggc ccg- aag gtt gag gat. 982 
Pro Tyr Phe Gly Glu Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro Lys. Val Glu Asp 
280 285 290 



40 ... .gtg aga aag cct gta aac cca ttc gca ttt etc gtg cga ttc etc etc . 1030 

•Val Ser Lys Pro Val Asn Pro Phe Ala Phe Leu Val Arg Phe Leu Leu 
295 300 305 

99C ata act get gca act tat tac gtg etc gtt cca ata tac atg tgg 1078 

W A5 Gly He Thr Ala Ala Thr Tyr Tyr Val Leu Val Pro He Tyr Met Trp 
310 315 320 

etc aag. gat caa ate ace ccg aaa ggt cag cca ate tga acaataagaa 1127 

Leu Lys Asp Gin He Thr Pro Lys Gly Gin Pro He 

50 325 330 335 

gaacgtcaat ccaaagagaa gctctccaag cattctgttt gagagtacac cagtgaccac 1187 

aaatctatca eggaacaaga aagtttttgg cgtcgttgca agggtgaatt tgttgcttta 1247 

gtttgttagt tttgeagect tagaaagggc cttttgtaaa gtttaatttc atggtaaaac 1307 

ctagaaatca ttgtgactat tttctagttg tataatctat cagtcatg 1355 
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<400> 2 

Met Ala Ser Ser- He Leu Ser Gly Ala Glu Asn Phe Lys lie Leu Ser 
5 1 5 10 15 



10 



15 



Gly lie Ser Pro Ser Glu Leu His He Lys Cys Phe Pro Gin Lys Gly 
20 25 30 



Leu Val Asn Tyr Ser Arg He Pro Asn Thr Lys Ser Arg Thr Leu Arg 
35 40 45 



Thr Lys Cys Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ala Ser Gin Pro Arg Phe 
50 55 60 



20 He Gin His Lys Lys Glu Ala Phe Trp Phe Tyr Arg Phe Leu Ser He 
65 70 75 80 



• Val Tyr Asp His Val He Asn Pro Gly His Trp s Thr Glu Asp Met Arg 

25 -« 85 V 90- '■ 95 ' ; 



.. \i. Asp Glu Ala Leu;:Gluv.Pra *Ala ; Glu Leu Asn Ser Arg Gin Leu Gin Val* 

"-' •.».;.•. .ida A: '-ia ■ - 105 " no • ■ 

30 

Val Asp Val Gly Gly Gly Thr Gly Phe Thr Thr Leu Gly He Val Lys 

• 115 s\s ■- .'*-. 120 " • \ *' 125 



35 



His -Val Asp Ala. Lys Asn Val -Thr -He He 'Asp .Gin Ser Pro His Gin 
130 " 135 14 0 




40 ..Leu. Ala Lya Ala Arg Glu Lys 'Glu Pro Leu Lys Glu Cys Lys He leu 
145 *.<-. 150. 155 160 



Glu Gly Asp Ala Glu Asp Leu Pro Phe Pro Thr Asp Thr Phe Asp Arg 
"45 ^ 165 170 175 



50 



55 



Tyr Val Ser Ala Gly Ser He Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin Arg Gly 
180 185 190 



He Lys Glu Ala Tyr Arg Val Leu Thr He Gly Gly Val Ala Cys Leu 
195 200 205 



He Gly Pro Val Tyr Pro Thr Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ala Asp 
210 215 220 



60 Met Trp Met Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp Phe Lys 
225 230 235 240 



Lys Ala Gly Phe Ala Gin Val Lys Leu Lys Arg He Gly Pro Lys Trp 
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245 250 255 



Tyr Arg Gly Val Arg Arg His Gly Leu lie Met Gly Cys Ser Val Thr 
5 260 265 270 



10 



15 



Gly Val Lys Pro Tyr Phe Gly Glu Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro Lys 
275 280 285 



Val Glu Asp Val Ser Lys Pro Val Asn Pro Phe Ala Phe Leu Val Arg 
290 295 300 



Phe Leu Leu Gly He Thr Ala Ala Thr Tyr Tyr Val Leu Val Pro He 
305 310 315 320 




20 Tyr Met Trp Leu Lys Asp Gin He Thr Pro Lys Gly Gin Pro He 

325 330 335 

<210> 3 • 
25 <211> 1017*. 
<212> DNA 

<213> . Arabidopsis thaliana 

.:•-;..*.••*.. >*hy.-v.*%.* -: v v. •* ' . *• ...... \~\ - • ••£**.■•»*: 

\<220> * * ■ *• ■ ■ . • - * 

30' • <221> CDS. 

<222> (1> . . (1017) 
• <223> ; 

35 • <400> 3 ... 
>/„ 4 *' \pt&. gec- tpt:. ttg atg etc aac ggg gec att ace ttc ccc ,'aaa' ggt * fcta 
r tyet Ala Ser Leu Met Leu Asn Gly Ala He Thr Phe Pro Lys Gly Leu 
1 5 10 15 

40 : .ggt tec cct. ggt tec aat ttg cat gec aaa teg att cct egg ccg ace 96 
. Gly Ser Pro Gly Ser Asn Leu His Ala Lys Ser He Pro Arg Fro Thr 
20 25 30 

tta etc tea gtt ace cga ace tec aca cct aga etc teg gtg get act 144 
3-5 Leu Leu Ser Val Thr Arg Thr Ser Thr Pro Arg Leu Ser Val Ala Thr 
35 ^ 40 45 



aaa tgc age age age age gtg teg tct tec egg cca teg gcg caa cct 
Lys Cys Ser Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ser Ala Gin Pro 
50 50 55 60 



55 



agg ttc att cag cac aag aag gag get tac tgg ttc tac agg ttc tta 
Arg Phe He Gin His Lys Lys Glu Ala Tyr Trp Phe Tyr Arg Phe Leu 
65 70 75 80 

tec ate gta tac gac cat gtc ate aat cct ggg cat tgg ace gag gat 
Ser He Val Tyr Asp His Val He Asn Pro Gly His Trp Thr Glu Asp 
85 90 95 



192 



240 



288 



60 atg aga gac gac get ctt gag cca gcg gat etc age cat ccg gac atg 336 

Met Arg Asp Asp Ala Leu Glu Pro Ala Asp Leu Ser His Pro Asp Met 
100 105 HO 

cga gtg gtc gat gtc ggc ggc gga act ggt ttc act act ctg ggc ata 384 
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Arg Val Val Asp Val Gly Gly Gly Thr Gly Phe Thr Thr Leu Gly lie 
115 120 125 

gtc aag aca gtg aag gcc aag aat gtg acc att ctg gac cag teg cca 432 
5 Val Lys Thr Val Lys Ala Lys Asn Val Thr lie Leu Asp Gin Ser Pro 
130 135 140 

cat cag ctg gcc aaa gca aag caa aag gag ccg ttg aaa gaa tgc aag- 480 
His Gin Leu Ala Lys Ala Lys Gin Lys Glu- Pro Leu Lys Glu Cys Lys 
10 145 150 155 160 



15 



35 



55 



60 



ate gtc gag gga gat get gag gat ctt cct ttt cca acc gat tat get 528 
He Val Glu Gly Asp Ala Glu Asp Leu Pro Phe Pro Thr Asp Tyr Ala 
165 170 175 

gac aga tac gtt tct get gga age att gag tac tgg ccg gac ccg cag . 576 
Asp Arg Tyr Val Ser Ala Gly Ser He Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin 
- 180 185 190 



20 • • agg gga ata agg gaa gcg tac agg gtt etc aag ate ggt ggc aaa gcg 624 
Arg Gly He Arg Glu Ala Tyr Arg Val Leu Lys He Gly Gly Lys Ala 
195 200 205 

tgt etc .ate. ggc cct gtc tac cca acc .ttc tgg etc tct cgc fctc ttt 672 
•25 • Cys Leu He Gly Pro Val Tyr Pro Thr Phe* Trp Leu Ser Arg Phe Phe 

210 1 . ■ 215 ■• .-: 220 

tct gat. gstcr .tgg. atg. 'ctc ttc -cgc .aag^-gag.. gaa gag tac att gag tgg 7'20-: 
Ser Asp Val Trp Met- Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr lie Glu Trp 
30 225 ' 230 J -. 235 240 

ttc aag- aat gcc ggt ttc aag gac gtt cag . etc aag agg att ggc ccc 768 
• v ■ Phe Lys Asn Ala Gly- Phe Lys Asp Val Gin Leu Lys Arg He Gly Pro 

245 250 255 



aag tggr tac - cgt, ggt. gtt .cgc' agg * cac*ggc .ctt ate atg.gga t-gfcr tct .:816 
Lys Trp .Tyr Arg Gly Val' Arg Arg . His Gly Leu He Met Gly Cys Ser . - 
260 265 270 



40' gtc act3/ggt : : gtt aaa.. cct :gcc-.tcc ggt gat tct cct cto cag.ctt.ggt : ; .364 
: \ Val Thr Gly Val Lys Pro Ala Ser Gly Asp Ser Pro Leu Gln.Leu-.Gly ■ • \ 
275 280 285 



cca aag. gaa gag gac gta gag aag cct gtc aac aac ccc ttc tec* ttc 912 
.Pro- Lys Glu Glu Asp Val Glu Lys Pro Val Asn Asn Pro Phe Ser Phe 
290 295 300 



ttg 99 a cgc ttc etc ctg gga act eta gca get gcc tgg ttt gtg tta 960 
Leu Gly Arg Phe Leu Leu Gly Thr Leu Ala Ala Ala Trp Phe Val Leu 
50 305 ^ ~ 310 315 320 



ate cct ate tac atg tgg ate aag gat cag ate gtt ccc aaa gac caa 1008 
He Pro He Tyr Met Trp He Lys Asp Gin He Val Pro Lys Asp Gin 
325 330 335 

ccc ate tga 1017 
Pro He 



<210> 4 

<211> 338 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
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<400> 4 



Met Ala Ser Leu Met Leu Asn Gly Ala lie Thr Phe Pro Lys Gly Leu 
5 1 5 10 15 



10 



Gly Ser Pro Gly Ser Asn Leu His Ala Lys Ser lie Pro Arg Pro Thr 
20 25 30 



15 



Leu Leu Ser Val Thr Arg Thr Ser Thr Pro Arg Leu Ser Val Ala Thr 
35 * 40 45 



Lys Cys Ser Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ser Ala Gin Pro 
50 55 60 



20 Arg Phe lie Gin His Lys Lys Glu Ala Tyr Trp Phe Tyr Arg Phe Leu 
65 70 75 80 



Ser- lie Val Tyr Asp His Val lie Asn Pro Gly His.. Trp Thr Glu Asp 

25- • 85 ' «: • -, 90-'- ■' - • '95 ' 



... ^.Me t t..Arg Asp Asp -Ala Leu;,du Pro Ala. Asp' Leu Ser. His -Pro --Asp -'MeA: 

:.- . • , '\ Xo.o - 105 * > v ;•*• v .-iiio' ' • * 

30 • , v. .. '* ' . ^0 . "*•? ' - <■ 1 



35 



Arg Val Val Asp Val Gly Gly Gly Thr Gly . Phe Thr Thr Leu Gly Jle 

. ->._.;.. 115 120 . ■"' 125 • : ' • " + 



rVa-lLys Thr Val Lys Ala Lys Asn Va4 :i Thr: ITe ^LeU Asfr Gin -Ser -Frb V 
130 135 140 . . 




40. His Gin- Leu Ala Lys Ala Lys Gin *Lys-.Glu Pro Leu Lys .Glu Cys Lys . 
145 • 150 . 155 ■ 160 



lie Val Glu Gly Asp Ala Glu Asp Leu Pro Phe Pro Thr Asp Tyr Ala 
"45 165 170 175 



50 



Asp Arg Tyr Val Ser Ala Gly Ser He Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin 
180 185 190 



55 



Arg Gly He Arg Glu Ala Tyr Arg Val Leu Lys He Gly Gly Lys Ala 
195 200 205 



Cys Leu He Gly Pro Val Tyr Pro Thr Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe 
210 " 215 220 



60 Ser Asp Val Trp Met Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp 
225 230 235 240 



Phe Lys Asn Ala Gly Phe Lys Asp Val Gin Leu Lys Arg He Gly Pro 
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245 250 255 



Lys Trp Tyr Arg Gly Val Arg Arg His Gly Leu lie Met Gly Cys Ser 
260 265 270 



Val Thr Gly Val Lys Pro Ala Ser Gly Asp Ser Pro Leu Gin Leu Gly 
275 280 285 



Pro Lys Glu Glu Asp Val Glu Lys Pro Val Asn Asn Pro Phe Ser Phe 
290 295 300 



Leu Gly Arg Phe Leu Leu Gly Thr Leu Ala Ala Ala Trp Phe Val Leu 
305 " 310 315 320 



He Pro He Tyr Met Trp lie Lys Asp' Gin He Val Pro Lys Asp Gin- 
325 330 335 



•Pro He 



•<2ax> -*• 77-4 \>: * 
<212> . dna 

<213> Arabidopsis thai i ana 

,<220>.-. .. : . 
<221> CDS 
<222> (1) . . (774) 

•:<223>' \ - • -V- 



<400> 5 

.tgc age age. age age gtg teg tct tec egg cca teg gcg caa cct. 'agg 
•Cys Ser Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ser Ala Gin Pro Arg 
i5 10 15 

ttc att cag cac aag aag gag get tac tgg ttc tac agg ttc tta tec 
Phe He Gin His Lys Lys Glu Ala Tyr Trp Phe Tyr Arg Phe Leu Ser 
20 25 30 

ate gta tac gac cat gtc ate aat cct ggg cat tgg ace gag gat atg 
lie Val Tyr Asp His Val lie Asn Pro Gly His Trp Thr Glu Asp Met 
35 40 45 

aga gac gac get ctt gag cca gcg gat etc age cat ccg gac atg cga 
Arg Asp Asp Ala Leu Glu Pro Ala Asp Leu Ser His Pro Asp Met Arg 
50 55 60 

gtg gtc gat gtc ggc ggc gga act ggt ttc act act ctg ggc ata gtc 
Val Val Asp Val Gly Gly Gly Thr Gly Phe Thr Thr Leu Gly He Val 
65 70 75 80 

aag aca gtg aag gee aag aat gtg ace att ctg gac cag teg cca cat 
Lys Thr Val Lys Ala Lys Asn Val Thr He Leu Asp Gin Ser Pro His 
85 90 . \95 



cag ctg gee aaa gca aag caa aag gag ccg ttg aaa gaa tgc aag ate 
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Gin Leu Ala Lys Ala Lys Gin Lys Glu Pro Leu Lys Glu Cys Lys He 
100 105 110 

gtc gag gga gat get gag gat ctt cct ttt cca acc gat tat get gac 384 
5 Val Glu Gly Asp Ala Glu Asp Leu Pro Phe Pro Thr Asp Tyr Ala Asp 
115 120 ■ 125 

aga tac gtt tct get gga age att gag tac tgg ccg gac ccg cag agg 432 
Arg Tyr Val Ser Ala Gly Ser He Glu Tyr- Trp Pro Asp Pro Gin Arg 
10 130 135 140 

gga at a agg gaa gcg tac agg gtt etc aag ate ggt ggc aaa gcg tgt 480 
Gly He Arg Glu Ala Tyr Arg Val Leu Lys He Gly Gly Lys Ala Cys 
145 150 155 160 



15 



35 



55 



etc ate ggc cct gtc tac cca acc ttc tgg etc tct cgc ttc ttt tct 528 
Leu He Gly Pro Val Tyr Pro Thr Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ser 
165 170 175 



20 gat gtc tgg atg etc ttc ccc aag gag gaa gag tac att gag tgg ttc 576 
Asp Val Trp Met Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp Phe 
180 185 190 

aag aat gee ggt ttc aag gac gtt cag etc aag agg att ggc ccc aag 624 
• 25 ■ Lys Asn Ala Gly Phe Lys Asp Val Gin Leu Lys Arg He Gly Pro Lys 
195 200 205 . 

c-v " tgg tac cgt .ggt gtt cgc agg.oa : c£ ggc ctt ate atg gga tgt" fcet" .gtc 672 
■. Trp Tyr Arg Gly Val Arg Axg His Gly Leu He Met Gly Cys Ser Val 
30 ■ 210 215 * . , 220 *' 

act ggt gtt aaa cct gee tec ggt .gat tct cct etc cag ctt ggt cca 720 
....Thr Gly Val Lys s Pro Ala Ser Gly Asp Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro 
.225 230 ' ■■ \% . 235 240 



aag gaa gag gac gta gag. aag ect gtc aac aac ccc ttc tec -ttc .ttg 768 
Lys Glu Glu Asp Val Glu . Lys Pro Val Asn Asn Pro Phe Ser Phe Leu 
245 250 255 



40 -..gga cgc • * 774 

.Gly Arg • / . • • - 



^5 <210> 6 

<211> 258 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 



50 <400> 6 



Cys Ser Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ser Ala Gin Pro Arg 
15 10 15 



Phe He Gin His Lys Lys Glu Ala Tyr Trp Phe Tyr Arg Phe Leu Ser 
20 25 30 



60 He Val Tyr Asp His Val He Asn Pro Gly His Trp Thr Glu Asp Met 
35 40 45 

Arg Asp Asp Ala Leu Glu Pro Ala Asp Leu Ser His Pro Asp Met Arg 
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50 -55 60 



Val Val Asp Val Gly Gly Gly Thr Gly Phe Thr Thr Leu Gly lie Val 
65 70 75 80 



Lys Thr Val Lys Ala Lys Asn Val Thr He Leu Asp Gin Ser Pro His 
85 90 • 95 



Gin Leu Ala Lys Ala Lys Gin Lys Glu Pro Leu Lys Glu Cys Lys He 
100 - 105 110 



Val Glu Gly Asp Ala Glu Asp Leu Pro Phe Pro Thr Asp Tyr Ala Asp 
115 120 125 



Arg Tyr Val Ser Ala Gly Ser He Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin Arg 
130 135 140 



. <31y He . Arg Glu Ala Tyr Arg Val Leu Lys lie Gly Gly Lys Ala Cys 
\i45 . -.; 150->*. 1-55 160 



f-Leu/Ile Gly. Pro Val. Tyr. Pro Thr Phe Trp Leu - Ser Arg Phe Phe Ser r 

. : <*«.■ [ t-. . - 165 ' 170 V ..175 ' ■• • ; 

Asp Val Trp Met Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp Phe 

i • • 180 .. :•: 185 190 -r : 



y Lys, Asn- Ala Gly Phe Lys Asp Val Gin Leu Lys Arg He Gly Pro.. Lys. 
195 200 205 



Trp Tyr Arg. Gly Val Arg Arg His Gly Leu He Met Gly Cys Ser Val 
. 210-'. -215' 220 



Thr Gly Val Lys Pro Ala Ser Gly Asp Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro 
225 230 235 240 



Lys Glu Glu Asp Val Glu Lys Pro Val Asn Asn Pro Phe Ser Phe Leu 
245 250 255 



Gly Arg 



<210> 7 

<211> 768 

<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (768) 

<223> 
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<400> 7 

age age age gtg teg tct tec egg cca teg gcg caa cct agg ttc att 48 

5 Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ser Ala Gin Pro Arg Phe lie 

15 10 15 

cag cac aag aag gag get tac tgg ttc tac agg ttc tta tec ate gta 96 

Gin His Lys Lys Glu Ala Tyr Trp Phe Tyr- Arg Phe Leu Ser lie Val 
10 20 25 30 

tac gac cat gtc ate aat cct ggg cat tgg acc gag gat atg aga gac 144 

Tyr Asp His Val lie Asn Pro Gly His Trp Thr Glu Asp Met Arg Asp 



15 



35 



55 



35 40 45 

gac get ctt gag cca gcg gat etc age cat ccg gac atg cga gtg gtc 192 
Asp Ala Leu Glu Pro Ala Asp Leu Ser His Pro Asp Met Arg Val Val 
50 55 60 



20 gat gtc ggc ggc gga act ggt ttc act act ctg ggc ata gtc aag aca 240 
Asp Val Gly Gly Gly Thr Gly Phe Thr Thr Leu Gly lie Val Lys Thr 
65 70 .75 80 

gtg aag. gee aag aat gtg -acc att ctg gac cag teg cca cat cag ctg 288 
25 Val Lys -Ala Lys Asn Val -The Tie Leu Asp Gin Ser Pro His Gin Leu 

85 90 95 

. • gec aaa„gca aag caa aag .gag ; ccg -fctg aaa gaa .tgcVaag-atc gtc gag ' -336' »' 
• Ala* Lys Ala -Lys Gin Lys-.Glu Pro ■ Leu ■ Lys. .Glu Cys Lys lie Val Glu • L 

30- : . ioo SV.. ,105 . : no 

gga gat' get gag gat ctt cct ttt cca acc gat tat get gac aga tac- 384 
. Gly Asp Ala- Glu Asp Leu Pro . Phe Pro Thr .Asp Tyr- Ala Asp Arg .Tyr 
115 120. 125 



gtt tc.t,.gc£ ..gga age :att gag .'tac : tgg peg gac ccg . cag >gg * gga ata - -432" 
Val Ser Ala Gly Ser lie Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin Arg Gly He' 
130 135 14 0 



40 agg gaa.. gcg- tac agg gtt etc .aag ate -ggt ggc aaa gcg tgt etc ate 480 

.Arg Glu Aia Tyr Arg Val Leu Lys "lie Gly Gly Lys Ala Cys Leu He 
145 150 155 160 

ggc cct gtc tac cca aec ttc tgg etc tct cgc ttc ttt tct gat gtc 528 

^5 Gly Pro Val Tyr Pro Thr Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ser Asp Val 

165 170 , 175 

tgg atg etc ttc ccc aag gag gaa gag tac att gag tgg ttc aag aat 576 

Trp Met Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp Phe Lys Asn 
50 180 185 190 

gee ggt ttc aag gac gtt cag etc aag agg att ggc ccc aag tgg tac 624 

Ala Gly Phe Lys Asp Val Gin Leu Lys Arg He Gly Pro Lys Trp Tyr 
195 200 205 



cgt ggt gtt cgc agg cac ggc ctt ate atg gga tgt tct gtc act ggt 672 
Arg Gly Val Arg Arg His Gly Leu He Met Gly Cys Ser Val Thr Gly 
210 215 220 



60 gtt aaa cct gee tec ggt gat tct cct etc cag ctt ggt cca aag gaa 720 

Val Lys Pro Ala Ser Gly Asp Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro Lys Glu 
225 230 235 240 

gag gac gta gag aag cct gtc aac aac ccc ttc tec ttc ttg gga cgc 768 



BASF Aktiengesellschaft 



20030981 



PF 5511 6 DE 



11 

Glu Asp Val Glu Lys Pro Val Asn Asn Pro Phe Ser Phe Leu Gly Arg 
245 250 255 



5 <210> 8 

<211> 256 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
10 <400> 8 

Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Arg Pro Ser Ala Gin Pro Arg Phe lie 
1 5 10 .15 

15 

Gin His Lys Lys Glu Ala Tyr Trp Phe Tyr Arg Phe Leu Ser lie Val 
20 25 30 



20 Tyr Asp His Val lie Asn Pro Gly His Trp Thr Glu Asp Met Arg Asp 
. 35 40 45 

.—.Asp .Ala Leu Glu Pro Ala Asp Leu Ser His Pro Asp Met Arg Val Val- .* 
■ .\25. . .- : 50 55 60 \ \-\: 

i:v.*i;^-.WABP:ya^ , Qly*.GlyJ<Jly'. Thr Gly Phe Thr..-.Thr- Leu Gly lie- Val^Lys^-Tto- 
-vi&X '-\ V.:-> ... -.- ■ 70- i.:.. 75 . Vy % > v 80-' 

• 30 '.v ' v: . 

' Val Lys Ala Lys Asn Val Thr lie Leu Asp Gin Ser Pro His Glri Leu . ' 

- : r . • . 85 . ■ 90' .r: :-r95-'. : 

35, . . 

tijk.-r. ".Ala- LyS"Ala : Lys Gin Lys Glu Pro Leu Lys Glu Cys. Lys lie: Val: Gltt ' r . 

100 105 110 

* . .40; . • Gly . Asp .Ala Glu Asp Leu Pro Phe -Pro Thr; Asp Tyr-. -Ala Asp • Arg 1 : Tyr \ 
115 120 ■; 12S . -V. . 



Val Ser Ala Gly Ser lie Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin Arg Gly lie 
^5 130 135 140 



50 



Arg Glu Ala Tyr Arg Val Leu Lys lie Gly Gly Lys Ala Cys Leu lie 
145 150 155 160 



55 



Gly Pro Val Tyr Pro Thr Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ser Asp Val 
165 170 175 



Trp Met Leu Phe Pro Lys Glu Glu Glu Tyr lie Glu Trp Phe Lys Asn 
180 185 190 



60 Ala Gly Phe Lys Asp Val Gin Leu Lys Arg lie Gly Pro Lys Trp Tyr 
195 200 205 



Arg Gly Val Arg Arg His Gly Leu lie Met Gly Cys Ser Val Thr Gly 
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210 215 220 



Val Lys Pro Ala Ser Gly Asp Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro Lys Glu 
5 225 230 235 240 



10 



35 



55 



Glu Asp Val Glu Lys Pro Val Asn Asn Pro .Phe Ser Phe lieu Gly Arg 
245 250 255 



<210> 


9 


<211> 


910 


<212> . 


DNA 


<213> 


Nicotiana 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (600) 


<223> 




<400> 


9 



gcg gcc get gat.caa tea cct cat.caa.ctt gec aag get aga gaaaag 4 8 

25 Ala Ala Ala Asp Gin Ser 'Pro His 1 Gin Leu Ala Lys Ala Arg Glu Lys . 

1 - 5 .10 15 

-.gaaccct ttg aaa.gaa tgt-.aag • ata. ttg gaa<gga '.gat get gag gat ' tfg> : 96 

...Glu P3?.o Leu Lys; Glu* JCys..Lys= :ile Leu GLu Gly Asp Ala Glu Asp Leu - ' " 
30 20 * . ^ . V: ' 25 ' 30 

cct ttt cct act gat act ctt'gat aga tat gtt tct get gga ggc att 144 

. : Pro Phe Pro Thr -Asp. Thr Leu Asp Arg Tyr Val Ser. Ala Gly Gly lie ; 
35 40 45 



gag tat tgg cccgat cca cag "cgc- ggt -ate aag gaa gca tac cga gta"' . 192 
Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin. Arg Gly lie Lys Glu Ala Tyr Arg Val 
50 55 60 



40 . vctg ace ata ggt ggt gtt gectgetta ata ggt cct gtg tac ccg acg *. 240 
Leu Thr lie, Gly Gly Val Ala Cys Leu lie Gly Pro Val Tyr Pro Thr 
65 70 75 80 



ttt tgg eta tct cgt ttc ttt gca gat atg tgg atg etc ttt cca aaa 288 
Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ala Asp Met Trp Met Leu Phe Pro Lys 
85 90 95 



gaa gaagaa tat ata gaa tgg ttc aaa aaa get ggt ttc get caa gtt 336 
Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp Phe Lys Lys Ala Gly Phe Ala Gin Val 
50 100 105 110 



aaa etc aag agg att ggc cca aaa tgg tat cgt ggt gtc tgt cgc cat 384 
Lys Leu Lys Arg He Gly Pro Lys Trp Tyr Arg Gly Val Cys Arg His 
115 120 125 

ggc ttg ate atg ggt tgt tct gtg act ggt gtc aag cca tat ttt ggg 432 
Gly Leu He Met Gly Cys Ser Val Thr Gly Val Lys Pro Tyr Phe Gly 
130 135 140 



60 gaa tct ccg ttg cag etc ggt ccg aag gtt gag gat gtg age aag cct 480 

Glu Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro Lys Val Glu Asp Val Ser Lys Pro 
145 150 155 "* 160 

gta aac cca ttc gta ttt etc gtg cga ttc etc ctt ggc ata act get 528 
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Val Asn Pro Phe Val Phe -Leu Val Arg Phe Leu Leu Gly lie Thr Ala 
165 170 175 

gca act tat tac gtg etc gtt cca ata tac atg tgg etc aag gat caa 576 
5 Ala Thr Tyr Tyr Val Leu Val Pro lie Tyr Met Trp Leu Lys Asp Gin 
180 185 190 

ate ace ccg aaa ggt cag cca ate tgaacaataa gaagaacgtc aatccaaaga 630 
lie Thr Pro Lys Gly Gin Pro He 
10 195 200 



15 



40 



^5 



60 



gaagctctcc 


aagcattctg 


tttgagagta 


caccagtgac 


cacaaatcta 


teaeggaaca 


690 


agaaagtttt 


tggcgtcgtt 


gcaagggtga 


atttgttgct 


ttagtttgtt 


agttttgcag 


750 


ccttagaaag 


ggccttttgt 


aaagtttaat 


ttcatggtaa 


aacctagaaa 


tcattgtgac 


810 


tattttctag 


ttgtataatc 


tatcagtcat 


gttcttttat 


cacgagttga 


gaaaactcgt 


870 


cgaaataaat 


accagtaata 


cgttatttgc 


cagcggccgc 






910 


<210> 10 




• 


* 









■ <211> 200 a' ■ . 

,25. <212> PRT. . :- : r - . v ;\ 

<213> Nicotiana tabacum 

3Q ; Ala Ala Ala Asp Gin Ser Pro. His Gin Leu Ala Lys Ala Arg Glu Lys 
1 5 '10 15 • 

. <31u Pro Leu Lys Glu Cys Lys He Leu Glu Gly Asp Ala Glu Asp Leu 
35 20 25 •' 30 



Pro Phe Pro Thr Asp Thr Leu Asp Arg Tyr Val Ser Ala Gly Gly He 
35 40 ~ 45 



Glu Tyr Trp Pro Asp Pro Gin Arg Gly He Lys Glu Ala Tyr Arg Val 
50 55 60 



Leu Thr He Gly Gly Val Ala Cys Leu He Gly Pro Val Tyr Pro Thr 
65 70 75 80 



50 Phe Trp Leu Ser Arg Phe Phe Ala Asp Met Trp Met Leu Phe Pro Lys 

85 90 95 



Glu Glu Glu Tyr He Glu Trp Phe Lys Lys Ala Gly Phe Ala Gin Val 
55 100 105 110 



Lys Leu Lys Arg He Gly Pro Lys Trp Tyr Arg Gly Val Cys Arg His 
115 120 125 



Gly Leu He Met Gly Cys Ser Val Thr Gly Val Lys Pro Tyr Phe Gly 
130 135 140 
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Glu Ser Pro Leu Gin Leu Gly Pro Lys Val Glu Asp Val Ser Lys Pro 
145 150 155 160 

5 

Val Asn Pro Phe Val Phe Leu Val Arg Phe Leu Leu Gly lie Thr Ala 
165 170 175 



10 Ala Thr Tyr Tyr Val Leu Val Pro lie Tyr Met Trp Leu Lys Asp Gin 
180 185 190 



lie Thr Pro Lys Gly Gin Pro lie 
15 195 200 



20 



25. 



30 



35 



40 



m 



50 



<210> 


11 


<211> 


16 


<212> 


DNA . 


<213> 


Artificial 


<220> 




<223>. 


. Primer 


<400> 


11 


agaattcgcg gccgct 


<210> 


12 v. ■•■ 


<211> 


32 


<212> 


DNA • 


<213> 


Artificial 


<220> 




<223> 


. Primer 


<400> 


12 


ctcatgcggc cgcgcg< 


<210> 


13 


<211> 


32 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial 


<220> 




<223> 


Primer 


<400> 


13 



16 



32 



tcatgcggcc gcgagatcca gttcgatgta ac 32 



55 



60 



<210> 


14 


<211> 


21 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial 


<220> 




<223> 


Primer 



<400> 14 

gtggattgat gtgatatctc c 



21 
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<210> 15 

<211> 21. 

<212> DNA 

5 <213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Primer 

10 <400> 15 

gtaaggatct gagctacaca t 21 

<210> 16 

15 <211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 




20 



25 



30 



35 



40 



<220> 



<223> 


Primer 




<400> 


16 




atggcctctt tgatgctcaa eg 


22 


<210> 


17 




<211> 


22 ... . .... 




<212> 


DNA . 




<213> 


Artificial sequence 




<220> 






<223> 


Primer 




<400>. 


17 




gatgggttgg tctttgggaa eg 


22 


<210> 


18 




<211> 


22 - 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial sequence 




<220> 






<223> 


Primer 




<400> 


18 





cctcttctca acttggtgga tc 22 



50 <210> 19 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

55 <220> 

<223> Primer 



60 



<400> 19 

ggggtttaca atgatacaat gate 24 



<210> 20 
<211> 18 
<212> DNA 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Primer 

5 

<400> 20 

atgagcagca gcgtgtcg 18 

10 <210> 21 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

15 <220> 

<223> Primer 



20 



^5 



50 



<400> 21 

gcgtcccaag aaggagaagg 20 



<210> 22 

<211> 18 * 

<212>. DNA 

25 <213> Artificial sequence 

<22,0> • . Vj 

<223>. .Primer . , 

30 <400> 22* 

atgtgcagca gcagcagc 18 

<210> .. 23 ■ * 

35 <211> 20 
. <212> DNA 
<213> Artificial sequence 

. <220> 
40 <223> Primer 



<400> 23 

gcgtcccaag aaggagaagg 20 

<210> 24 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Primer 



<400> 24 

55 atgtgcagca gcagcagc 18 

<210> 25 

<211> 19 

60 <212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Primer 



5 



10 



15 



20 




25 



30 
35 
40. 

50 
55 
60 
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<400> 25 

tcagcgtccc aagaaggag 

<210> 26 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Primer 

<400> 26 

atgagcagca gcgtgtcg 



27 
20 
•DNA 

Artificial sequence 
<220> 

<223> Primer 
<400> 27 

tcagatgggt tggtctttgg 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



<210> 


28 




~<211> 


18 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial sequence 




<22Q> 






<223> 


Primer 




<400> 


28 




atgagcagca gcgtgtcg 




<210> 


29 




<211> 


19 




<212> 


DNA 




<213> 


Artificial sequence 




<220> 






<223> 


Primer 





<400> 29 

gatgggttgg tctttggga 



<210> 30 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Primer 

<400> 30 

atgtgcagca gcagcagc 
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<210> 31 
<211> 19 
<212> DNA 
5 <213> Artificial sequence 

<220> 

<223> Primer 
10 <400> 31 

gatgggttgg tctttggga. 19 

<210> 32 

15 <211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

<220> 
20 <223> Primer 

<400> 32 

atgagcagca gcgtgtcg 18 

<210> 33 
•<211> 19 
<212> . :DNA 

<213> Artificial sequence 

<220> • : 
<223>. Primer 



25 



30 



- ;<4 0Q> 33 : 
35 . tcagcgtccc aagaaggag 19 

<210> 34 

<211> 18 

40 . <212> DNA . 

<213> Artificial sequence 



^5 



<220> 

<223> Primer 
<400> 34 

atgtgcagca gcagcagc 18 



50 <210> 35 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

55 <220> 

<223> Primer 



60 



<400> 35 

gaaggatcag atgggttggt c 21 
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